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O presente trabalho surgiu com dois objectivos principais: avaliar o grau de contaminação, por 
metais pesados, em produtos hortícolas de duas zonas diferenciadas e avaliar as diferenças de 
concentrações de musks em diferentes amostras biológicas.  
Numa primeira fase, perante os resultados obtidos para os metais pesados nas duas zonas 
diferenciadas (Vila Nova de Mil Fontes e Carrasqueira) foi possível avaliar o risco de exposição das 
duas populações. 
Os produtos hortícolas utilizados no estudo do grau de contaminação foram: alfaces, couves, 
batatas e tomates. Numa tentativa de identificar uma possível fonte de contaminação foi analisado 
igualmente a água utilizada para rega e o solo que rodeava a cultura. O método usado na 
determinação foi a espectrometria de massa acoplada a plasma induzido (ICP-MS). Foram 
analisados os seguintes elementos: Manganês, Arsénio, Cádmio, Cobalto, Cobre, Chumbo, 
Estrôncio, Níquel, Crómio, Selénio e Zinco. Houve grandes variações das concentrações dos 
elementos entre as duas zonas em que os hortícolas, água e solo foram colhidos. Em todas as 
amostras, os elementos maioritários foram o zinco, o manganês e o estrôncio. Nas culturas, o 
chumbo era o elementos que apresentava concentrações mais baixas. Para a água utilizada nas 
regas, a zona da Carrasqueira apresenta concentrações muito baixas comparando com a zona de 
Vila Nova de Mil Fontes. Todos os valores encontrados nas culturas, na água e no solo se 
encontram abaixo dos valores máximos legislados.  
A análise de risco, revela situações de alerta, para um individuo da Carraqueira e quatro individuos 
de Vila Nova de Mil Fontes, uma vez que para o arsénio a dose diária tolerável segundo a EFSA é 
de 0,30 µg/kg/dia e os valores encontrados foram 0,30; 0,33; 0,61; 0,42 e 0,34 µg/kg/dia, 
respectivamente. 
A determinação de musks em amostras biológicas, como ostras e mexilhões, salmão (músculo, 
fígado e gónadas) e enguias de vidro, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massa (GC/MS) recorrendo ao metódo de QuEChERS revelou que o galaxolide e o tonalide foram 
os analitos maioritários em todas as amostras. De entre as amostras de ostras e mexilhões, as 
colhidas na ria de aveiro apresentam concentrações muito superiores para o galaxolide e o tonalide, 
13,4 e 2,1 ng/g respectivamente, que as outras analisadas. Nas análises de salmão foram tidas em 
conta duas zonas diferenciadas, Nivelle e Bidassoa. Perante os resultados, a zona de bidassoa 
apresentou menor contaminação de musks nas amostras recolhidas. Por último as análises às 
enguias de vidro dopadas permitiu traçar a cinética de acumulação de galaxolide e tonalide por 
parte do organismo e por outro lado identificar o galaxolidone, metabolito resultante do galaxolide. 
  







This work came up with two main objectives: to assess the degree of contamination by heavy metals 
in vegetables from two different areas and evaluate the concentrations of musks in different 
biological samples. 
Initially, before the results obtained for heavy metals in the two marked areas (Vila Nova de Mil 
Fontes and Carrasqueira) it was possible to assess the risk of exposure of the two populations. 
The vegetables used in the study of the degree of contamination were: lettuce, cabbage, potatoes 
and tomatoes. In an attempt to identify a possible source of contamination was also analyzed water 
used for irrigation and the soil surrounding cultures. 
The method used to determine was Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) . The 
following elements were analyzed:  Manganese, Arsenic, Cadmium, Cobalt, Copper, Lead, 
Strontium, Nickel, Chromium, Selenium and Zinc. There were large variations in the concentrations 
of elements between the two areas in which the vegetables, water and soil were collected. In all 
samples, the majority elements were zinc, manganese and strontium. In cultures, lead was the 
element which had lower concentrations. To the water used in irrigation, the area of Carrasqueira 
presents very low concentrations compared with the area of Vila Nova de Mil Fontes. All values 
found in the crops, water and soil are below the legislated maximum. 
Risk analysis reveals situations of alert for an individual from Carraqueira and four individuals from 
Vila Nova de Mil Fontes, once for arsenic the acceptable daily intake according to the EFSA is 0.30 
µg/kg/ day and values were 0.30; 0.33; 0.61; 0.42 and 0.34 µg/kg/day, respectively. 
The determination of musks in biological samples, such as oysters and mussels, salmon (muscle, 
liver and gonads) and glass eels, by Gas chromatography–mass spectrometry (GC/MS) using the 
method of QuEChERS revealed that Galaxolide and tonalide were the majority analytes in all 
samples. 
Among the samples of oysters and mussels, collected in the Ria de Aveiro presented much higher 
concentrations for Galaxolide and tonalide, 13.4 and 2.1 ng/g, respectively, than the other analyzed. 
In the analysis of salmon were taken into account two different areas, Nivelle and Bidassoa. Given 
the results, the zone of Bidassoa showed lower contamination of musks in the collected samples. 
Finally the analysis to doped glass eels allowed to trace the kinetics of accumulation of tonalide and 
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A Qualidade Alimentar foi definida por Multon e Davenas em 1994 como "A aptidão de um 
produto para bem nutrir". Contudo, este conceito foi evoluindo e hoje é mais abrangente 
envolvendo igualmente as questões da segurança. Assim, pode dizer-se que a principal 
função de um alimento é fornecer, em condições de segurança, energia e nutrientes 
necessários para um bom funcionamento do organismo.  
A qualidade e segurança alimentar incluem muitos fatores, tais como sabor, aroma, cor, 
textura, funcionalidade, saúde, custo, ambiente, trabalho decente, igualdade, tradição e 
cultura. A segurança alimentar é uma preocupação pública mundial. Durante as últimas 
décadas, a crescente preocupação pela segurança alimentar tem estimulado a pesquisa de 
possíveis contaminantes presentes em alimentos (Gebrekidan et al., 2013). A segurança 
alimentar caracteriza-se quando todas as pessoas em todos os momentos têm acesso a uma 
alimentação suficiente, nutritiva e isenta de riscos para a sua saúde, que lhes permita manter 
uma vida saudável e activa. Este conceito inclui ainda o acesso físico e económico à 
alimentação, que atenda às necessidades e preferências alimentares (OMS, 2014). 
A segurança alimentar é suportada por três pilares fundamentais, sendo esses: A 
disponibilidade de alimentos, garantindo uma quantidade de alimentos suficientes e capaz de 
abranger toda a população mundial; O acesso aos alimentos, possibilitando recursos 
suficientes na obtenção de alimentos; e a utilização dos alimentos focando-se num uso 
adequado destes com uma boa base nutricional e cuidados higiénicos. Assim, a segurança 
alimentar consiste num equilíbrio entre um desenvolvimento económico e ambiental 
sustentável e uma vertente ligada à saúde (OMS, 2014). 
A contaminação de alimentos pode ocorrer de forma acidental ou deliberada, podendo os 
alimentos, ser contaminados por perigos físicos, microbiológicos ou químicos. A presença 
destes perigos nos alimentos pode comprometer a sua segurança e a adequação (Codex 
Alimentarium, 2012). Os perigos químicos incluem contaminantes ambientais, metais 
pesados, micotoxinas, toxinas naturais, resíduos de medicamentos veterinários ou 
contaminantes que surgem de um processamento e/ou armazenamento inadequados 
(Thomson et al., 2012). 
Existem muitas ferramentas, que foram tornadas obrigatórias por lei, para garantir a 
segurança dos produtos alimentares. Essas ferramentas incluem as Boas Práticas Agrícolas 
(BPA), Boas Práticas de Fabrico (BPF) e Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controlo 
(HACCP). As normas da Organização Internacional de Normalização (ISO) representam um 
importante papel na certificação de programas de garantia de qualidade e da segurança 
alimentar (FAO, 2014). 
Os compostos químicos podem ser classificados em orgânicos e inorgânicos. Os 
contaminantes orgânicos são produtos químicos à base de carbono, tais como, pesticidas, 
Marina Amaral Saraiva 
 2 
bifenilos policlorados (PCBs), hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, éteres de difenilo 
polibromados ou fragrâncias (Musks), entre muitos outros. A agência de protecção ambiental 
americana (EPA) estabeleceu limites legais para 56 contaminantes orgânicos. Os 
contaminantes inorgânicos são compostos químicos com uma base mineral, tais como 
metais e nitratos. A EPA estabeleceu 15 limites legais para contaminantes inorgânicos (EPA, 
2014a).  
Para reduzir o impacto negativo dos contaminantes nos géneros alimentícios e para prevenir 
os riscos que podem representar para a saúde humana, a União Europeia (UE) reforçou a 
criação de medidas para reduzir cada vez mais os teores máximos desses elementos na 
alimentação. Os teores máximos descritos pelos regulamentos e directivas diferem de acordo 
com o contaminante e com o prejuízo que estes causam à saúde do consumidor. O 
Regulamento (CE) Nº 315/93 estabelece procedimentos comunitários para os contaminantes 
presentes nos géneros alimentícios, proíbe a entrada no mercado de géneros alimentícios 
que contenham contaminantes em quantidade toxicologicamente inaceitável do ponto de vida 
da saúde pública. O Regulamento (CE) Nº 1881/2006 fixa os teores máximos que certos 
contaminantes químicos podem Apresentar nos géneros alimentícios. 
A melhor forma de evitar a contaminação química dos alimentos é a prevenção uma vez que, 
quando estes entram na cadeia alimentar mantêm praticamente inalterada a sua 
concentração desde a produção até ao consumidor final, sendo, em grande parte, resistentes 
aos tratamentos térmicos. 
A crescente preocupação de segurança alimentar tem estimulado pesquisas sobre os efeitos 
para a saúde associados ao consumo de alimentos contaminados por perigos químicos tais 
como, por exemplo, pesticidas, metais pesados ou toxinas (Gebrekidan et al., 2013), bem 
como sobre os níveis destes contaminantes que se podem encontrar nos alimentos.  Neste 
contexto, pretendeu-se neste trabalho avaliar o nível de contaminação de diversos grupos de 
alimentos com contaminantes químicos de natureza orgânica e inorgânica. Assim, no 
primeiro capítulo será estudada a contaminação de produtos hortícolas, bem como de 
amostras de água e de solo das suas zonas de produção, com metais pesados, efectuando-
se uma análise de risco das populações das regiões abrangidas pela amostragem. No 
segundo capítulo será estudado o grau de contaminação de diversos produtos do mar com 
fragrâncias ou musks, utilizados em diversos produtos de limpeza e/ou de higiene pessoal. 




1. Quantificação de contaminantes químicos em produtos hortícolas 
1.1. Introdução 
O aumento da consciencialização sobre o valor alimentar dos vegetais, como resultado da 
exposição a uma educação adequada,  tem levado a um aumento gradual do seu consumo, 
particularmente entre as comunidades urbanas (Itanna, 2002).  
Contudo, apesar de todos os benefícios nutricionais conhecidos, estudos têm demonstrado 
que o consumo de frutas e vegetais pode constituir uma importante via de exposição humana 
aos metais pesados (McLaughlin et al.,  1999; Adamsa et al.,  2004).  A exposição humana a 
este tipo de contaminantes tem sido relacionada com um aumento da incidência de doenças 
crónicas, como deformações e cancro (Müller e Anke, 1994; Tembo et al., 2006; Ramadan e 
Al-Ashkar,  2007). Portanto, além do valor nutricional destes géneros alimentícios é de igual 
interesse estudar o contexto de segurança alimentar, dando relevância à acumulação de 
metais pesados no solo e à sua translocação para a planta. 
Devido aos seus efeitos cumulativos e interacções de longo prazo, a concentração de metais 
pesados no solo afecta negativamente a eco-segurança regional e representa uma ameaça 
relevante para os animais e plantas. A agricultura representa um sector de 
autossustentabilidade de muitas famílias, sendo que, independentemente das práticas 
agrícolas que executam, as pequenas explorações não são controladas o que pode levar à 
redução da segurança alimentar e por em risco a saúde dos consumidores. Numa escala 
maior, se os produtos resultantes da agricultura não tiverem um controlo adequado e 
rigoroso, a liberalização dos mercados pode constituir uma ameaça à segurança alimentar. 
 
1.1.1 Contaminação de Produtos Hortícolas com Metais Pesados 
Os metais pesados estão entre os principais contaminantes dos vegetais (Zaidi et al., 2005). 
Estes elementos não são biodegradáveis, têm meias-vidas biológicas longas, persistem por 
longo período de tempo nos ecossistemas, apresentando potencial para se acumularem em 
diferentes órgãos (Jarup, 2003; Sathawara et al., 2004; Zhang et al., 2010; Singh et al., 
2010; Nabulo et al., 2011).  
Oligoelementos essenciais, muitos dos elementos minerais como selénio, cobre e zinco, 
desempenham um papel importante na biologia humana. Estes elementos não são 
sintetizados no corpo e apresentam funções bioquímicas e fisiológicas importantes, sendo 
indispensáveis para a manutenção da saúde humana. Desta forma, a sua deficiência 
acarreta prejuízo na saúde. No entanto, mesmo quando indispensáveis em doses baixas, 
quando em doses mais elevadas, a exposição a estes elementos pode causar a danos na 
saúde, podendo causas disfunção de órgãos humanos, sendo, alguns deles, potenciais 
cancerígenos. A exposição a metais pesados tem um efeito crónico, isto é o contacto com 
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doses relativamente baixas, que não desencadeiam de imediato reacções de toxicidade, 
durante um longo período de tempo pode vir a originar o aparecimento de doenças. Estudos 
revelam que metais pesados como o cádmio e o chumbo têm efeitos cancerígenos 
(Trichopoulos et al., 1997). Assim, elevadas concentrações destes metais em frutos e 
vegetais estão relacionadas com o aumento da prevalência de cancro gastrointestinal 
(Turkdogan et al., 2002).  
O estudo destes elementos é importante, uma vez que uns, em certas doses são benéficos 
para o organismo e apresentam uma dose diária recomendada, e outros são potencialmente 
tóxicos, sendo indispensável a sua monitorização para garantir que os produtos se 
encontram em segurança de consumo e não excedem os limites máximos estipulados. 
A contaminação da cadeia alimentar é um dos caminhos mais importantes para a entrada de 
poluentes tóxicos para o corpo humano (Ferner, 2001 ;  Ma et al., 2006; Harmanescu et al., 
2011). As principais vias de mobilização de metais pesados são: Solo-Cultura-Alimentação 
(Gebrekidan et al., 2013). 
Solos contaminados por metais pesados resultantes da deposição aérea ou da irrigação com 
águas contaminadas são susceptíveis de induzir uma contaminação correspondente nas 
culturas. (Nan et al., 2002). Culturas em/ou perto de locais contaminados podem captar e 
acumular estes metais e exercer risco potencial quando consumidos por seres humanos e 
animais (Gupta & Gupta, 1998; Jarup, 2003). 
A contaminação das plantas com metais pesados deve-se ao facto destas absorverem 
metais a partir do solo contaminado, bem como da deposição sobre as partes das plantas 
expostas ao ar em ambientes poluídos (Khairiah et al., 2004; Chojnacha et al., 2005; Krishna 
e Govil, 2007; Bigdeli e Seilsepour, 2008; Oves et al., 2012). Outros factores que contribuem 
para o aumento dos níveis de metais pesados nos hortícolas são a adição de lamas de 
depuração, fertilizantes e pesticidas, que com as alterações das propriedades físico-químicas 
dos solos podem ser transformados em componentes prejudiciais e absorvidos pelas culturas 
(Whatmuff, 2002; McBride et al., 2003). Os vegetais folhosos têm uma propensão maior para 
acumular metais pesados.  
  
1.1.2 Efeito dos Minerais na Saúde 
 
 1.1.2.1. O Crómio 
Com uma massa atómica de 51,99, o crómio (Cr) é um metal que pode ser encontrado em 
diversos estados de oxidação. No estado trivalente, este metal é chamado de "elemento 
essencial", porque são necessárias pequenas quantidades para a manutenção da saúde 
humana. O Cr(III) desempenha uma papel essencial no controlo dos níveis de açúcar no 
sangue, desempenhando ainda funções no crescimento e na resposta imunitária. Os 




alimentos que contribuem para aumentar a concentração de crómio no organismo incluem a 
levedura de cerveja, carnes magras, queijos, rim de porco, pães e cereais integrais e 
especiarias (Kohlmeier, 2003). 
A forma hexavalente do crómio é aquela que se encontra associada aos principais efeitos de 
toxicidade mediados por este metal. O Cr(VI) é corrosivo e pode causar ulceração da pele. A 
exposição a elevadas doses desta forma do crómio pode causar falência renal aguda. Os 
compostos de crómio hexavalente são mutagénicos e o crómio neste estado de oxidação é 
considerado pela Agência Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC) como 
cancerígeno para o Homem (Liu et al., 2008; IARC, 2014). 
Na legislação portuguesa existem limites para o teor de crómio que podem surgir nas águas. 
Assim, a diretiva 2003/40/CE que estabelece os limites de concentração dos constituintes 
das águas naturais, assim como o Decreto-Lei n.º 306/2007 que estabelece os valores 
paramétricos para a água destinada ao consumo humano fornecida por redes de distribuição, 
por fontanários não ligados à rede de distribuição, por pontos de entrega, por camiões ou 
navios-cisterna, por reservatórios não ligados à rede de distribuição, utilizada nas indústrias 
alimentares ou posta à venda em garrafas ou outros recipientes, fixam o máximo de crómio 
0,050 mg/L.  
 
1.1.2.2. O Níquel 
Com uma massa atómica de 58,69, o níquel (Ni) é um composto que ocorre no ambiente 
apenas em níveis muito baixos. Apesar de ser um oligoelemento essencial para algumas 
plantas, bactérias e invertebrados, nunca foram descritas síndromes associadas à carência 
em níquel no Homem. Alguns ensaios efectuados com compostos solúveis de níquel têm 
dado resultados positivos em ensaios de cancerigénese em roedores, embora outros tenham 
dado resultados negativos. Os maiores riscos de cancerigénese associados a este metal 
prendem-se com o desenvolvimento de cancro do pulmão associado à exposição 
ocupacional aos compostos de níquel (Liu et al., 2008). O níquel pode aparecer em alimentos 
como o cacau, sementes, frutos e legumes secos (Flyvholm, M.A, et al., 1984 & SCF, 2006). 
O limite de níquel nas águas naturais, fixado pela directiva 2003/40/CE e nas águas para 
consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.º 306/2007 é de 0,020 mg/L.  
 
 1.1.2.3. O Arsénio 
O arsénio (As, massa atómica de 74,92) pode apresentar-se em diferentes formas e estados 
de oxidação. Assim, o arsénio pode apresentar-se nas formas de ácido arsenioso (As(III)), 
ácido arsénico (As(V)), ácido monometilarsónico (MMAA(V), ácido dimetilarsínico (DMAA 
(V)), arsenobetaína (AsB) e arsenocolina (AsC)  (Demesmay et al., 1994). 
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A diferenciação do arsénio pelas suas diferentes formas é importante por estas 
apresentarem variações no grau de toxicidade, sendo as formas inorgânicas mais tóxicas do 
que as formas orgânicas, como a arsenobetaína e a arsenocolina, que são relativamente não 
tóxicas (Barra et al., 2000). 
A maior fonte de arsénio na alimentação humana é o pescado, no entanto, nestes alimentos 
este metalóide encontra-se principalmente sob a forma orgânica. Os compostos de arsénio 
são convertidos pelos organismos marinhos em arsenobetaína que é uma forma 
praticamente inofensiva para o ser humano, porque é metilada no organismo e rapidamente 
excretada pela urina (Rodriguez, I.B., et al., 2009).  
O arsénio não desempenha nenhuma função essencial para o Homem, não podendo ser 
usada nenhuma suplementação que o contenha (Kohlmeier, 2003). A ingestão de arsénio 
inorgânico, em doses de 70 a 180 mg, pode ser fatal. Os sintomas de intoxicação aguda 
incluem febre, anorexia, melanose, arritmia e, nos casos fatais, paragem cardíaca. A 
exposição crónica induz danos na pele, fígado, sistema nervoso, sistema vascular periférico, 
estando ainda associada ao aparecimento de tumores especialmente na pele, bexiga e 
pulmão (Liu et al., 2008), estando o arsénio e os seus compostos inorgânicos classificados 
pela IARC como cancerígenos para o Homem (IARC, 2014). 
O limite de arsénio nas águas naturais, fixado pela directiva 2003/40/CE e nas águas para 
consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.º 306/2007 é de 0,010 mg/L.  
 
 1.1.2.4. O Cádmio 
O cádmio (Cd, massa atómica de 112,41) é um dos metais pesados com maior toxicidade, 
visto ser tóxico em níveis de exposição muito baixos, apresentando efeitos agudos e 
crónicos. A maior fonte de exposição ao cádmio da população não-fumadora é a 
alimentação. Essa contribuição vem essencialmente do consumo de produtos hortícolas, que 
têm grande capacidade para absorver o cádmio existente no solo (NCM, 2003). 
A exposição alimentar a doses de cádmio capazes de desencadear efeitos agudos é rara. Os 
efeitos de exposição aguda incluem irritação severa do trato gastrointestinal. Já a exposição 
crónica ao cádmio tem sido associada a problemas renais, problemas a nível do esqueleto, 
com desenvolvimento de osteoporose e desenvolvimento de doenças cardiovasculares. 
Muitos desses efeitos resultam de distúrbios no metabolismo do cálcio. Para além de todos 
estes efeitos o cádmio está classificado como cancerígeno para o pulmão pela IARC (IARC, 
2014) havendo também evidências que suportam uma associação entre esta exposição e o 
desenvolvimento de tumores na próstata, rim e pâncreas (Liu et al., 2008). 
A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu uma dose semanal admissível 
provisória de 7 µg/kg de peso corporal (OMS, 1993). 




O Regulamento (CE) Nº 1881/2006 fixa os teores máximos de certos contaminantes 
presentes nos géneros alimentícios. Assim, é este regulamento que fixa os máximos de 
cádmio que podem estar presentes nos géneros alimentícios. No caso dos produtos 
hortícolas esses valores variam entre os 0,05 mg/kg para todos os produtos hortícolas e 
frutos com excepção dos produtos hortícolas de folha, plantas aromáticas frescas, 
cogumelos, produtos hortícolas de caule, pinhões, raízes e batatas e os 0,20 mg/kg para os 
produtos hortícolas de folha, plantas aromáticas frescas, cogumelos de cultura e aipos 
(Regulamento (CE) Nº 1881/2006). O limite de cádmio nas águas naturais, fixado pela 
directiva 2003/40/CE e nas águas para consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.º 
306/2007 é de é de 0,003 mg/L.  
 
 1.1.2.5. O Chumbo 
O chumbo (Pb, massa atómica de 207,2) é um metal pesado tóxico com um nível de 
exposição baixa. Este elemento tem como efeito mais crítico atraso no desenvolvimento 
neurológico em crianças, mesmo em baixos níveis de exposição. Outros efeitos adversos 
incluem complicações neurológicas, cardiovasculares, renais, gastrointestinais, 
hematológicas e reprodutivas (UN, 2010). O chumbo acumula-se nos ossos sendo 
mobilizado para a corrente sanguínea devido à reabsorção óssea. A libertação do chumbo 
acumulado nos ossos pode constituir uma importante fonte de exposição especialmente 
durante a gravidez, lactação, menopausa e nos casos de osteoporose (Liu et al., 2008; UN, 
2010).  
A associação entre a exposição ao chumbo e o desenvolvimento do cancro tem sido 
amplamente estudada, estando os compostos inorgânicos de chumbo classificados pela 
IARC como provavelmente cancerígenos para o Homem (IARC, 2014). A dose diária 
admissível de chumbo é de 3,57 µg/kg/dia (EFSA, 2010). 
Segundo o Regulamento (CE) Nº 1881/2006, os limites máximo de chumbo permitidos nos 
produtos hortícolas variam entre os 0,1 mg/kg de peso fresco para os produtos hortícolas, 
com excepção de brássicas, produtos hortícolas de folha, plantas aromáticas frescas, 
cogumelos e batatas descascadas e os 0,3 mg/kg de peso fresco para as brássicas, 
produtos hortícolas de folha e cogumelos de cultura. O limite de chumbo nas águas naturais, 
fixado pela directiva 2003/40/CE e nas águas para consumo humano fixado pelo Decreto-Lei 
n.º 306/2007 é de 0,010 mg/L.  
 
1.1.2.6. O Zinco 
O zinco (Zn, massa atómica de 65,37) é um dos mais importantes oligoelementos essenciais 
na nutrição humana.  
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A deficiência de zinco do corpo humano leva a várias doenças, mas uma ingestão excessiva 
de zinco também causa vários efeitos adversos agudos e crónicos (Scherz e Kirchhoff, 
2006). A recomendação diária recomendada para adultos é 8 mg/ dia para mulheres e 11 
mg/dia para homens (Institute of Medicine, 2002). 
O zinco participa em múltiplos processos metabólicos, sendo importante para a actividade 
catalítica de mais de 300 metaloenzimas e constituinte de cerca de 2000 factores de 
transcrição (Liu et al., 2008). Segundo a EFSA, o zinco desempenha funções essenciais no 
crescimento e desenvolvimento do organismo durante as fases de gravidez, infância e 
adolescência, tendo um papel importante na maturação testicular, sendo ainda essencial 
para a função neurológica, cicatrização de feridas e imunocompetência (EFSA, 2006). 
Usualmente, os sintomas de deficiência em zinco incluem difícil cicatrização de feridas, 
diminuição de resistência a infecções, reduzida taxa de crescimento, perda de apetite, 
diarreia, alopécia, deficiências cognitivas, dermatites, alterações testiculares e 
comprometimento da função sexual, estando ainda esta deficiência associada ao 
aparecimento do cancro (EFSA, 2006; Liu et al., 2008).  
Boas fontes alimentares de zinco incluem carne vermelha, trigo, passas, cereais não 
refinados (embora estes possam ter baixa biodisponibilidade devido ao elevado nível de 
fitatos) e cereais fortificados. Leite, frutas e legumes são pobres neste elemento (EFSA, 
2006). 
O nível máximo de ingestão tolerável para adultos é de 40 mg/dia. Um consumo superior a 
este valor pode induzir um esgotamento das reservas de cobre, prejudicar a função 
imunitária e reduzir os níveis de lipoproteínas de alta densidade (HDL) (FDA, 2001; 
Kohlmeier, 2003), podendo ainda levar a situações de toxicidade neuronal e pancreática (Liu 
et al., 2008). 
 
 1.1.2.7. O Manganês 
Com uma massa atómica de 54,94, o manganês é um metal de transição com valências 
potenciais +2, +3 e +7. Este metal funciona como um cofactor para algumas enzimas, com 
especial importância no metabolismo dos açúcares, metabolismo e digestão de proteínas, 
regeneração das cartilagens e defesa contra radicais livres (Kohlmeier, 2003). 
O manganês pode ser encontrado em maiores quantidades no chá preto, nozes, grão, 
batata-doce e espinafres, sendo a dose diária recomendada de 1,8 mg para as mulheres e 
de 2,3 mg para os homens (Institute of Medicine, 2002). Doses deficientes de manganês 
podem estar relacionadas com o retardamento do crescimento das crianças, diminuição da 
fertilidade, elevada susceptibilidade para convulsões e fracturas ósseas (Kohlmeier, 2003).  
A exposição crónica ao manganês é responsável por reacções tóxicas sendo o cérebro o 
principal órgão alvo, sendo que as interacções entre o ferro e o manganês desempenham um 




papel na toxicidade do manganês (Liu et al., 2008). Teores elevados de ferro e manganês 
são responsáveis pela deposição de óxidos de ferro na doença de Parkinson (FDA, 2001). 
O valor paramétrico para o manganês estabelecido para efeitos de controlo da qualidade da 
água destinada ao consumo humano fornecida por redes de distribuição, por fontanários não 
ligados à rede de distribuição, por pontos de entrega, por camiões ou navios-cisterna, por 
reservatórios não ligados à rede de distribuição, utilizada nas indústrias alimentares ou posta 
à venda em garrafas ou outros recipientes é de 0,050 mg/L (Decreto-Lei n.º 306/2007). 
 
 1.1.2.8. O Selénio 
O selénio é um elemento não metálico com uma massa atómica de 79, que apresenta três 
estados de potencial oxidação, +6, +4 e -2. As formas inorgânicas importantes são o 
selenato (Na2SeO4), selenito (Na2SeO3) e seleneto de sódio (Na2Se) e o cloreto de selénio 
(SeCl2). 
O selénio actua na prevenção de cancro e doenças cardiovasculares e manutenção 
adequada do sistema imunitário (Thomson, 2013). Este elemento desempenha funções 
como cofactor de enzimas e proteínas com importância vital na defesa antioxidante, controla 
o funcionamento das hormonas da tiróide e da insulina, regula as células do crescimento e 
manutenção da fertilidade. A dose diária recomendada para adultos é de 55 µg/dia e para 
mulheres grávidas é recomendado um consumo adicional de 5 µg/dia. A carência neste 
elemento leva a aumento do risco de falhas cardíacas, doenças do fígado, cancro, queda de 
cabelo, alterações na pele e infertilidade (Kohlmeier, 2003). Os organismos aquáticos, em 
especial os camarões, carne, leite e produtos lácteos e os grãos constituem fontes 
alimentares de selénio (Liu et al., 2008). 
A selenose é uma doença que se caracteriza por uma exposição crónica ao selénio e ocorre 
quando a exposição ao selénio supera as capacidades de excreção. Os efeitos de toxicidade 
manifestam-se essencialmente ao nível da pele e do sistema nervoso (Liu et al., 2008). O 
limite de selénio nas águas naturais, fixado pela directiva 2003/40/CE e nas águas para 
consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.º 306/2007 é de 0,010 mg/L.  
 
 1.1.2.9. O Cobre 
O cobre (Cu, massa atómica de 63,546) é um metal essencial encontrado em todos os 
organismos vivos na forma de cobre oxidado (Cu
2+
) ou reduzido (Cu
+
) (EFSA, 2003; Tapiero 
et al., 2003). 
Os benefícios do cobre para a saúde são diversificados, é essencial no metabolismo 
energético (interferindo com a respiração celular), na funcionalidade do cérebro (na 
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regulação de neurotransmissores), na síntese de colagénio e ainda como antioxidante sendo 
um escudo contra radicais livres que aumentam o risco de cancro e doenças 
cardiovasculares (Kohlmeier, 2003). 
O consumo médio de cobre para adultos varia entre 0,6 a 1,6 mg/dia. A absorção de cobre 
ocorre no estômago e no intestino delgado por transporte activo, contudo a ingestão 
excessiva de zinco diminui a absorção de cobre (Lonnerdal et al., 1999). A percentagem de 
absorção de cobre pela dieta é fortemente influenciada pela quantidade de cobre ingerido, 
por tanto é baixa quando a ingestão de cobre é baixa e alta quando o consumo é alto (EFSA, 
2006). 
A deficiência de cobre caracteriza-se por desenvolvimento de anemia, neutropenia e 
anormalidades esqueléticas (Prentice, 1993; ATSDR, 1994; Linder e Azam, 1996; Foster e 
Sumar, 1997; Salgueiro et al., 2000). A exposição a doses muito elevadas de cobre está 
associada a danos no fígado (FDA, 2001). 
O limite máximo de cobre nas águas para consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.º 
306/2007 é de 2,0 mg/L. 
 
 1.1.2.10. O Cobalto 
Em quantidades pequenas o cobalto (Co, massa atómica) é um nutriente essencial, sendo 
um componente da vitamina B12 (cianocobalamina). Esta vitamina é essencial para a síntese 
dos eritrócitos, podendo a sua carência desencadear situações de anemia, perda de peso e 
crescimento retardado. O excesso de cobalto pode originar o aparecimento de bócio, aumento da 
pressão arterial, danos no sistema nervoso. Doses superiores a 10 mg/dia podem originar 
cardiopatias (Liu et al., 2008).  
 
 1.1.2.11. O Estrôncio 
O estrôncio (Sr) é um metal semelhante ao chumbo e quimicamente muito reativo. O 
estrôncio apresenta quatro isótopos estáveis de ocorrência natural, o Sr-84, -86, -87, e -88 e 
mais doze outros isótopos são radioativos. O estrôncio-90 é o isótopo radioativo mais 
importante no ambiente (ATSDR, 2014). 
O estrôncio-90 é utilizado como um marcador radioactivo em estudos médicos e agrícolas 
(EPA, 2014). O calor gerado pela desintegração do estrôncio-90 radioativo pode ser 
convertido em eletricidade. Todos estamos expostos a pequenas quantidades de estrôncio-
90, uma vez que é amplamente disperso no ambiente e na cadeia alimentar (IAEA, 2014). 
O risco de cancro aumenta com o aumento da exposição ao Sr-90 e esse risco depende da 
concentração de Sr-90 no ambiente e das condições de exposição.  




Quantidades controladas de estrôncio-90 têm sido usadas para tratamento do cancro dos 
ossos e doenças dos olhos (EPA, 2014). 
Após uma possível exposição ao estrôncio-90 um ensaio biológico, geralmente por exame de 
urina, é o teste mais comum para o diagnóstico. Tal como acontece com a maioria dos casos 
de contaminação interna, quanto mais cedo o teste é feito após a ingestão ou inalação do 
contaminante mais precisos são os resultados (EPA, 2014). Os sintomas variam segundo a 
intensidade e duração da exposição entre náuseas, vómitos, sintomas neurológicos e morte 
(Yamamoto, 2013). 
O estrôncio-90 é quimicamente semelhante ao cálcio e tende a depositar-se no tecido ósseo 
e medula óssea. Uma exposição ao Sr-90 pode implicar graves problemas de saúde, como: 
cancro dos ossos, cancro dos tecidos moles perto do osso e leucemia (Nielsen, 2004; EPA, 
2014). 
Estudos internacionais e em grande escala avaliam a hipótese de um fármaco (ranelato de 
estrôncio) combater a osteoporose. Este apresenta uma dupla acção, aumenta a formação 
óssea e diminui a reabsorção óssea, havendo um reequilibra ósseo a favor da formação 
óssea e aumenta a força do osso. A eficácia anti-fractura é estudada pela ingestão oral de 2 
g por dia de ranelato de estrôncio (Ortolani et al., 2006). 
 
1.1.3 A Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS) 
A espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS) é um método para 
identificar os diferentes átomos que compõe uma substância. Esta técnica permite a 
determinação simultânea do teor de crómio, manganês, níquel, cobre, zinco, arsénio, selénio, 





















Na aplicação desta técnica, a amostra líquida é introduzida no plasma onde, através de 
processos de transferência de energia sobre a amostra, sofre: nebulização, dessolvatação, 
vaporização, atomização e ionização (figura 1.1). O objectivo principal desta etapa é a 
transformação de moléculas de grandes dimensões em iões, por acção da energia cedida, 
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Os iões formados na etapa anteriormente descrita são, de seguida, encaminhados até ao 
analisador de quadrupólo onde são separados com base na sua relação massa/carga. No 
final do processo um detector de multiplicação de electrões quantifica os isótopos dos 
elementos seleccionados. Essa quantificação é possível devido à calibração do ICP-MS 
recorrendo a soluções padrão. A figura 1.2 apresenta de forma esquemática o funcionamento 









O uso de ICP-MS está a tornar-se cada vez mais comum em análise laboratorial de 
alimentos (Leblanc et al., 2005). A técnica tem vantagens distintas das outras vulgarmente 
usadas, pois inclui a capacidade de medição multielementar simultânea, limites de detecção 
muito baixos e permite que com a mesma injecção possam ser determinados elementos 
maiores e elementos traço devido a uma gama dinâmica linear (Ammann, 2007; Parsons e 
Barbosa, 2007). 
No entanto, e como todas as técnicas laboratoriais, esta técnica tem igualmente limitações. 
Na análise de amostras com uma concentração elevada de matéria orgânica, como é o caso 
das amostras alimentares, há a possibilidade de ocorrência de interferências da matriz e/ou 
interferências no espectro de iões poliatómicos. Estes efeitos podem ser eliminados ou 
minimizados pelo uso de isótopos alternativos e/ou equações de correcção de interferências. 
 A digestão da amostra vai também controlar as interferências e tem o objectivo de reduzir a 
quantidade de carbono presente (Nardi, 2009). 
 
1.1.4 Enquadramento e Objectivo do Primeiro Capítulo 
Conforme anteriormente referido, a contaminação dos produtos hortícolas com metais 
pesados, que acontece devido à contaminação dos solos e da atmosfera, representa uma 
ameaça para a segurança e qualidade destes produtos. A toxicidade potencial, natureza 
persistente e comportamento acumulativo dos metais pesados, bem como o consumo cada 
vez maior de hortícolas, conduz à necessidade de testar e analisar os alimentos para 
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Figura 1. 2: Representação esquemática do sistema de funcionamento de um ICP-MS (Adaptado 
de Ramón, F.R., 2014 ) 
 




internacionais acordados e por isso não trazem riscos à saúde do consumidor. É, desta 
forma, de importância relevante que ocorram levantamentos regulares e programas de 
monitorização das concentrações de metais pesados em produtos alimentares. Neste 
contexto o primeiro capítulo desta tese teve como objectivo principal determinar o grau de 
contaminação de produtos hortícolas provenientes de duas zonas, a zona da Carrasqueira, 
situada junto ao estuário do rio Sado, perto de uma zona industrial e rotulada como zona de 
contaminação, e uma zona de controlo ou de referência que foi a zona de Vila Nova de 
Milfontes, situada perto de um estuário “considerado limpo”, o Estuário do rio Mira. 
A escolha da zona da Carrasqueira teve como base estudos realizados anteriormente que 
determinaram elevado grau de contaminação em peixes, moluscos e crustáceos no rio Sado, 
pelo que desencadeou o interesse de verificar o grau de contaminação de culturas que 
tivessem acesso à água do rio através da rega.  
Para cumprir o objectivo proposto foi necessário descodificar, com a realização de 
questionários de frequência alimentar (QFA) feitos a habitantes dessas zonas, quais os 
produtos hortícolas mais consumidos e quais as quantidades consumidas. Estes 
questionários permitiram seleccionar os alimentos mais indicados ao estudo. Com as 
respostas adquiridas, constatou-se que os alimentos pertencentes ao subgrupo dos 
hortícolas consumidos em maior quantidade e mais vezes nas refeições eram a couve, a 
alface, a batata, o tomate e a cebola.   
A primeira fase deste ponto do trabalho teve por objectivo analisar contaminantes – metais 
pesados e metalóides – nos produtos hortícolas seleccionados, bem como na água de rega e 
no solo, por espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS). Os 
contaminantes determinados e quantificados ICP-MS para os géneros alimentícios 
seleccionados foram o crómio, níquel, arsénio, cádmio, chumbo, zinco, manganês, selénio e 
estrôncio. Nas amostras de água os elementos determinados e quantificados foram o crómio, 
níquel, arsénio, cádmio, chumbo, cobalto e selénio. Para as amostras de solo foram 
determinados o crómio, níquel, cobre, arsénio, cádmio, chumbo, zinco, manganês, selénio e 
estrôncio. 
Este capítulo teve ainda como objectivo avaliar o risco de exposição dos habitantes daquelas 
zonas a metais pesados provenientes dos hortícolas comparando a Dose de Ingestão Diária 
(EDI) com a Dose de Ingestão Diária Tolerável (IDT) recorrendo ao TDS 2 (Second French 
Total Diet Study),  
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1.2. Materiais e Métodos 
 
1.2.1. Plano de Amostragem 
Este trabalho incidiu no estuário do Sado, que se localiza na costa oeste de Portugal. Esta 
área está parcialmente classificada como reserva natural, mas é ameaçada por muitas fontes 
de pressão antrópica e escoamento de terras agrícolas, dando origem a um estuário 
moderadamente contaminado em algumas áreas.  
A pequena comunidade da vila da Carrasqueira (Carrasq.) está localizada na margem sul do 
Estuário do Sado, onde estudos epidemiológicos anteriores confirmaram várias vias de 
exposição a contaminantes nomeadamente pelo consumo de água e alimentos. Outra 
população, Vila Nova de Milfontes (VNMF), estabelecida perto de um estuário “considerado 
limpo”, o Estuário do rio Mira, foi analisada como referência.  
Nas duas zonas em estudo foram recolhidas amostras de tomate, alface, couve, batata e 
cebola e ainda de água e solo que estivesse em contacto directo com estas culturas. As 
amostras dos vegetais, bem como o solo e a água foram colhidos de três quintas em cada 
população (VNMF e Carrasq.). Assim, na zona da Carrasqueira foram colhidas amostras das 
quintas designadas por Carrasq. 1 (zona S1 da figura 1.3), Carrasq. 2 (zona S2 da figura 1.3) 
e Carrasq. 3 (zona S4 da figura 1.3). Na zona de referência VNMF (Mo na figura 1.3) foram 










Em cada zona foram colhidos três amostras de cada um dos produtos hortícolas 
seleccionados. As amostras de hortícolas, num total de 26, foram identificadas de acordo 




Área de amostragem 
Figura 1. 3: Mapa dos pontos de recolha das amostras (Caeiro, 2013). 
 




















































































*Perda de amostra devido à elevada perecibilidade do produto; N.A – Não houve colheita deste hortícola na zona 
indicada  
Para estudo das possíveis fontes de contaminação, foram igualmente recolhidas amostras de 
solo e água. As amostras de solo provieram dos mesmos terrenos das culturas 
seleccionadas (solo em contacto com os produtos recolhidos) e as amostras da água usada 
para rega foram recolhidas de poços. As amostras de água e solo foram identificadas de 
acordo com a codificação apresentada na tabela 1.2. 
 



























































No final das colheitas obteve-se um total de amostras a analisar de n=38, representativas de 
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1.2.2. Análise dos Metais e Metalóides por ICP-MS 
O grau de contaminação destas amostras foi determinado de acordo com a quantificação 
simultânea do teor de elementos vestigiais, estando os elementos predefinidos no ICP-MS. 
 
1.2.2.1. Preparação das Amostras  
A preparação das amostras foi efectuada feita de acordo com a norma EN 13804. Apenas a 
parte edível dos produtos hortícolas foi analisada. Na preparação de amostras foi necessário 
aplicar procedimentos e cuidados especiais, como sejam o impedir o contanto da amostra 
com objectos metálicos. Assim, na fase de trituração da amostra recorrendo ao Grindomix 
foram utilizadas apenas lâminas de titânio e toda a água utilizada para lavagem das 
amostras e lâminas foi água ultrapura (MILIQ).  
Numa primeira fase as amostras sofreram uma liofilização (HETO, POWERDRY 9000), de 
forma a remover toda a água. Esta etapa teve a duração de 48 horas. Em seguida as 
amostras foram trituradas, com o auxílio do GRINDOMIX, com o objectivo de homogeneizar 
as amostras e aumentar a exactidão entre os duplicados.  
Depois de liofilizadas e homogeneizadas as amostras foram digeridas de forma a destruir 
toda a matéria orgânica reduzindo, assim, as interferências na análise. A duração deste 
processo foi de aproximadamente 40 minutos incluindo o arrefecimento dos vasos. A 
digestão foi efectuada em sistema de microndas (ETHOS 1, Milestone) em vasos fechados 
segundo a EN 13805. Nesta técnica, o risco de contaminação e as perdas por volatilização 
de analitos da amostra são praticamente nulas (DeLafuente e Juarez, 1995 ; Lima et al., 
2000). A programação do microndas de acordo com a matriz a estudar encontra-se na tabela 
1.3.   









Etapa Tempo (min) Temperatura (ºC) Potência (W) 
1 10 850 180 
2 5 0 180 
3 6 1100 210 
4 5 0 210 
5 6 650 90 
 
Pesaram-se aproximadamente 0,6 g de amostra para 10 dos 12 vasos do rotor do 
microndas, havendo um duplicado de cada amostra. No vaso 11, foi colocado o material de 
referência certificado para a matriz em estudo, sendo que o peso do material de referência foi 
de aproximadamente 0,5 g.  




O material de referência usado foi o GBW 10014 indicado para amostras biológicas e 1548a 
indicado para dieta típica. A utilização destes materiais permite a validação dos resultados. O 
material de referência escolhido passou pelas mesmas etapas e condições das amostras 
(adição de reagentes, digestão e leitura) sendo assim possível verificar a existência de 
contaminações ou erros através da comparação dos valores obtidos com os valores do 
certificado.  
A cada vaso adicionou-se 4 mL de HNO3, 3 ml de H2O e 1 ml de H2O2. Estas quantidades 
são adequadas devido à presença de uma sonda que controla toda a digestão e que tem de 
estar emersa nos reagentes. Em cada rotor foi sempre colocado pelo menos um branco, e 
um controlo de qualidade (material de referência). Os brancos vão garantir que não houve 
contaminações no processo, devendo os valores dos brancos estar abaixo do primeiro ponto 
da curva de calibração definida.  
Após a digestão estar concluída, recolheu-se toda a solução para balões de 
perfluoroalcóixido (PFA) e perfez-se com água ultrapura. A concentração de ácido na 
amostra foi controlada uma vez que o aparelho não aceita concentrações elevadas de ácido 
que levam a erros de leitura e danos físicos nas tubagens.  
 
 1.2.2.2. Leitura das Amostras no ICP-MS  
Começou por se efectuar uma leitura prévia das amostras no ICP-MS para se adequar a 
diluição a fazer a determinados elementos que apresentavam concentrações muito elevadas 
nas amostras. O objectivo das diluições é o de adequar a concentração dos elementos 
maiores para incidirem na curva de calibração desenhada, uma vez que só são garantidos os 
resultados que se encontram dentro da curva de calibração. 
Para a construção das curvas de calibração preparam-se sete soluções padrão com 
concentrações conhecidas. Para a construção da curva de calibração foram escolhidas 
concentrações tendo sempre em conta a gama de trabalho para os elementos a determinar 
(tabela 1.4). A partir do padrão – MERCK XVI multielementar, com uma concentração de 
100.000 ppb, preparou-se um solução-mãe de 500 ppb para um volume final de 50 mL. A 
solução–mãe  foi assim preparada juntando 250 µL de padrão multielementar em balão PFA 
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Tabela 1. 4: Gama de trabalho na determinação de metais e metalóides no ICP-MS. 
Elemento Gama de Trabalho (µg/L) 
Manganês 0,25-30 
Arsénio, cádmio, cobalto, cobre 0,25-50 
Chumbo, estrôncio, níquel 0,50-30 
Crómio, selénio 0,50-50 
Zinco 2,5-50 
 
Na realização desta análise foram utilizados pontos de controlo de qualidade (QC´s). Estes 
QC’s garantem a aceitação da curva de calibração, porque são adicionadas concentrações 
conhecidas que têm que coincidir com a curva, sendo esses pontos feitos exactamente como 
os pontos para a curva, mas utilizando outro lote do mesmo padrão ou de um padrão 
diferente. Ao coincidirem com a recta já definida garantem boas leituras do aparelho. Foram 
apenas escolhidos dois pontos de controlo: QC1 0,5 µg/L e QC2 10 µg/L. Conforme 
anteriormente referido, nesta análise forma também utilizados materiais de referência para 
garantir a veracidade dos resultados. Na tabela 1.5 e estão representados alguns dos 
critérios de controlo de qualidade dos resultados, como o coeficiente de variação que não 
deve ser superior a 10%, o valor certificado do material de referência, bem como o valor 
encontrado após a análise.  
As condições operacionais do ICP-MS encontram-se na tabela 1.6. Só foram aceites valores 
para os replicados cujo coeficiente de variação (%CV) não fosse superior a 10%. As curvas 
de calibração foram aceites sempre que o coeficiente de distribuição linear fosse maior ou 
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NA = Não aplicável; i) Couve ii) Alface iii) Batata iv) Tomate v) Cebola; a) GBW 10014 – “Biological Sample. 
Institute of Geophysical and Geochemical Exploration”; b) SRM 1548a - “Typical Diet. National Institutes of 
Standards and Technology” 
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Tabela 1. 6: Condições operacionais do ICP-MS. 
ICP-MS 




Polarização do Hexapolo -3,0 
Taxa de Nebulizador (L min
-1
) 0,87 
Potência (W) 1404 
Taxa de fluxo de gás (L min
-1
) 13,0 
Caudal do gás auxiliar (L min
-1
) 0,90 
Profundidade de Amostragem 120 
Resolução Padrão 135 
Alta Resolução 150 
Detector Analógico 1902 
Detector PC 3353 
 
 
1.2.3. Questionários ao Consumo 
Para seleccionar os produtos hortícolas a ser analisados e para avaliar o respectivo 
consumo, de modo a poder efectuar, posteriormente, uma análise de risco de exposição a 
metais pesados através do consumo de hortícolas, foi necessário começar por efectuar um 
questionário de frequência alimentar (QFA) à população assinalada como de risco, a 
população da Carrasqueira, e à população da zona de controlo, a população de Vila Nova de 
Milfontes.  
A este inquérito responderam 102 residentes na Carrasqueira e 100 residentes em Vila Nova 
de Milfontes de diferentes idades (crianças, adultos e idosos) e género. O QFA tinha 
presente 50 sugestões incluindo alimentos e bebidas. 
Para cada item do QFA, os participantes respondiam sobre o consumo médio nos últimos 12 
meses. Este período alargado de tempo tem a vantagem de englobar todas as datas festivas, 
bem como as estações do ano que fazem variar o consumo alimentar, mas, por outro lado, 
tem a desvantagem de poder levar a erros de memória. 




Tendo em conta o consumo individual, a pessoa poderia assinalar entre sete respostas 
possíveis de consumo: Nunca ou menor que uma vez por mês, uma a três vezes por mês, 
uma vez por semana, duas a quatro vezes por semana, cinco a seis vezes por semana, uma 
vez por dia e duas a três vezes por dia. 
A recolha de informação foi feita com deslocação de técnicos de saúde, previamente 
treinados, à residência dos participantes, As entrevistas decorreram entre Junho e Julho de 
2012. 
Os resultados do QFA revelaram como produtos mais consumidos e posteriormente 
recolhidos para estudo a batata, couve, alface e tomate. 
 
1.2.4. Pressupostos para Tomada de Decisão na Análise de Risco 
1º Pressuposto: Os inquéritos apenas apresentavam frequências de consumo, por isso, foi 
necessário definir factores que correspondessem a essas frequências que variam do mínimo 
de nunca para um máximo de uma a três vezes por dia. Os factores aplicados foram então 
de zero para a frequência “Nunca a menor que três vezes por mês”; 0,06 para “uma a três 
vezes por mês”; 0,133 para “uma vez por semana”; 0,4 para “duas a quatro vezes por 
semana”; 0,733 para “cinco a seis vezes por semana”; 1 para “uma vez por dia”; e um factor 
de 2,5 para a frequência de “duas a três vezes por dia”. 
2º Pressuposto: Foram definidos dois cenários possíveis; O primeiro, designado de cenário 
intermédio, em que o consumo foi multiplicado pela concentração média encontrada para 
aquele elemento naquele legume; O segundo, designado de pior cenário, em que o consumo 
foi multiplicado pela concentração máxima do metal para o devido alimento. 
3º Pressuposto: Para crianças nascidas antes de 2009 foi definido o consumo de porções 
mínimas com o erro associado porque há crianças que se alimentam muito bem e uma dose 
mínima é insuficiente. Para os adultos foi assumida uma dose média, igualmente com erros 
associados, uma vez que pelo peso encontrado em alguns adultos possivelmente o consumo 
seria de uma dose grande.  
4º Pressuposto: Numa primeira fase foi calculada a concentração de metal pesado real por 
cada alimento consumido e numa segunda fase foi a concentração total do metal pesado 
pelo consumo de todos os vegetais por dia, uma vez que, numa refeição é possível o 
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O cálculo da ingestão diária (IgD) de cada metal foi obtido pela seguinte equação (Zheng et 
al., 2007): 
IgD (µg /dia)= C x Fc 
Em que C é a concentração do elemento encontrada em cada produto (Alface, Couve, Batata 
e Tomate) e FC é a frequência de consumo de cada um desses produtos. A divisão da IgD 
pelo peso real de cada indivíduo permitiu, posteriormente, calcular a dose diária estimada 










1.3. Resultados e Discussão 
 
1.3.1. Resultados obtidos nas amostras de produtos hortícolas 
Os resultados (média ± desvio padrão) dos vários elementos nas várias amostras de 
produtos hortícolas analisadas encontram-se na tabela 1.7.  
Analisando a contaminação em crómio pode verificar-se que a alface proveniente da 
Carrasqueira 2 apresenta um valor bastante elevado comparando com outras alfaces e 
também comparando com as restantes amostras. No caso do níquel e do arsénio os valores 
são mais elevados nas amostras de couve comparando com as restantes amostras. O 
cádmio tem o valor mais elevado para a amostra de batata proveniente de Vila Nova de 
Milfontes 3. O chumbo aparece apenas nas amostras de couve, alface e batata, 
apresentando o valor mais elevado na amostra de couve proveniente da Carrasqueira 2. O 
zinco, o manganês e o estrôncio são os elementos maioritários, aparecendo em maiores 
concentrações nas várias matrizes analisadas. Em relação ao selénio foi novamente a couve 
o produto que apresentou maior concentração deste mineral. Pelo contrário, a sua 
concentração nas amostras de cebola fico sempre abaixo do limite de quantificação. 
Os resultados obtidos estão de acordo com a literatura consultada. Com efeito, segundo a 
literatura, os legumes de folhas geralmente crescem mais rapidamente com taxas de 
transpiração mais elevados do que tubérculos (Luo et al., 2011), sendo a absorção de metais 
pelas raízes das plantas maior em vegetais de folhas, como a couve e a alface (Stalikas et 
al., 1997; Zheng et al.,  2007), por outro lado, devido à grande área foliar, os vegetais de 
folha são mais susceptíveis à acumulação de metais através de poeiras do solo e da água da 
chuva (Kucharski et al., 1994; Luo et al., 2011). 
A legislação existente apenas apresenta limites máximos para o cádmio e o chumbo, sendo 
esses valores variáveis dependendo do produto hortícola. Assim, para as matrizes 
analisadas o limite máximo de chumbo é de 300 µg/kg peso fresco para a couve e alface e 
de 100 µg/kg peso fresco para a batata, tomate e cebola. Já o cádmio tem como valores 
máximos, 200 µg/kg peso fresco para couve e alface, 100 µg/kg peso fresco para batata e 
cebola e 50 µg/kg peso fresco para tomate (Regulamento (CE) nº 1881/2006). Comparando 
os valores legislados com os obtidos é possível concluir que todas as amostras apresentam 
valores de cádmio e chumbo abaixo dos máximos permitidos por lei. 
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Tabela 1. 7: Dados Analíticos - elemento por amostra. 
Amostra Zona 
Elementos (µg/kg peso fresco) Média± desvio padrão 















































































































































































































































































A análise dos resultados não revela uma contaminação muito superior nos vegetais 
produzidos na zona da Carrasqueira em relação aos produzidos na zona controlo de Vila 
Nova de Milfontes. No entanto, é possível destacar a quinta Carrasqueira 2 como sendo o 
local de maior contaminação com arsénio, realidade especialmente verificada no caso da 
couve, e a zona de VNMF 3 como a que apresenta maior contaminação com cádmio, sendo 
esta diferença mais notória no caso da batata. A zona Carrasqueira 2 também se destaca 
na contaminação com crómio nos vegetais de folha, em especial na alface, contudo essa 
diferença não é acompanhada nas restantes matrizes analisadas. 
 
1.3.2. Resultados obtidos nas amostras de água de rega 
A tabela 1.8 apresenta os resultados da determinação da concentração de metais na água 
que servia para regar as culturas. Esta determinação foi efectuada para verificar se a água 
de rega poderia constituir uma possível fonte de contaminação. Na tabela 1.8 apresenta-se 
ainda o limite de quantificação de cada um dos elementos analisados bem como o máximo 
recomendado e admissível permitido por lei para as águas de rega, de acordo com o 
Decreto-Lei nº 236/98. 
 
Tabela 1. 8: Dados analíticos da água de rega 
Água 
Elementos (µg/L) Media ± desvio padrão 

















































LQ 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 
Valor Máximo 
Recomendado 
100 500 100 10 5 000 50 20 
Valor Máximo 
Admissível 
20 000 2 000 10 000 50 20 000 10 000 50 
 
Analisando os resultados obtidos é possível concluir que todas as águas se encontram 
dentro dos limites legais de águas destinadas à rega, estabelecidos pelo Decreto-Lei n.º 
236/98.  
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No que diz respeito aos elementos analisados é possível verificar que as águas cumprem 
até os requisitos estabelecidos pela directiva 2003/40/CE, que estabelece os limites 
máximos de concentração para os constituintes das águas minerais naturais bem como os 
máximos fixados pelo Decreto-Lei n.º 306/2007 para as águas de consumo humano, que 
estabelece os limites máximos para o Cr, Ni, As, Cd, Pb e Se em 50, 20, 10, 5, 10 e 10 µg/L, 
respectivamente. 
Comparando as duas zonas em análise é possível verificar que a água de rega de Vila Nova 
de Milfontes apresenta níveis mais elevados de contaminação, com os elementos em 
estudo, do que as águas de rega da zona da Carrasqueira. Dentro das três zonas 
estudadas em Vila Nova de Milfontes é a VNMF1 a que apresenta maior nível de 
contaminação. Contudo, a contaminação das águas de rega não parece constituir uma fonte 
de contaminação com os elementos em estudo devido, não só, aos baixos níveis de metais 
que estas apresentam, mas também, ao facto da tendência de contaminação das águas não 
acompanhar a tendência verificada na contaminação dos produtos hortícolas. 
 
1.3.3. Resultados obtidos nas amostras de solo 
A contaminação por metais no solo recebe cada vez mais atenção em todo o mundo, devido  
ao aumento da exposição humana à contaminação do solo, através do triângulo: solo-
planta-consumo humano. A transferência solo-planta é um dos componentes chave da 
exposição humana aos metais através da alimentação (Jolly, 2013). Estudos revelam que 
os vegetais podem ser contaminados com metais pesados se crescerem em solos 
contaminados (Cui et al., 2004), sendo os níveis de contaminação em vegetais e nos solos 
de grande interesse público devido ao risco que podem acarretar para as populações (Xie et 
al., 2006; Wang et al., 2008).  
Os resultados das análises efectuadas ao solo que serve de suporte aos produtos hortícolas 
analisados encontram-se na tabela 1.9. Na mesma tabela são igualmente indicados os 
limites de quantificação e os limites máximos (µg/kg) para cada elemento de acordo com o 
Canadian Soil Quality Guidelines. 
Comparando os resultados obtidos com a referência (Canadian Soil Quality Guidelines), é 
possível constatar que todos os valores estão abaixo do limite máximo. O solo proveniente 
de VNMF1 é o que apresenta teores mais elevados de todos os elementos analisados com 
excepção do chumbo (Carrasq. 3), selénio (VNMF2) e estrôncio (Carrasq. 1). Desta forma, é 
possível verificar alguma concordância entre as amostras de água e de solo. Contudo, tal 
como verificado com a contaminação das águas, também a tendência de contaminação dos 
solos não acompanha a tendência verificada na contaminação dos produtos hortícolas.  





           Tabela 1. 9: Dados analíticos do solo em contacto com as culturas.  
Solo 
Elementos (µg/kg) Média ± Desvio padrão 



































































LQ 2000 1000 1000 500 500 1000 20000 1000 1000 2000 
Limite Máximo* 64000 50000 63000 12000 1400 70000 200000 n.a 10000 n.a 
 *Canadian Soil Quality Guidelines (µg/kg); n.a. Não aplicável. 
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Os solos podem ser contaminados pela acumulação de metais pesados e metalóides através 
da proximidade com áreas industriais em rápida expansão, contacto com gasolina com chumbo 
e tintas, aplicação de fertilizantes, derrame de esgotos, pesticidas, irrigação de águas 
residuais, resíduos de combustão de carvão, derramamento de produtos petroquímicos e 
deposição por parte da atmosfera (Khan, 2008; Zhang, 2010). O maior problema relacionado 
com a presença de metais no solo resulta da maioria deles não sofrer degradação microbiana 
nem química (Kirpichtchikova et al., 2006), pelo que a sua concentração total persiste durante 
um longo período de tempo após a sua introdução (Adriano, 2003) mantendo-se, assim, 
disponíveis para serem absorvidos pelas culturas. 
Alguns solos são deficientes em metais, como o Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn, que são 
essenciais para o crescimento saudável das plantas (Lasat, 2000). Para colmatar estas 
deficiências estes elementos têm de ser adicionados aos solos em quantidades muito 
reduzidas através de fertilizantes. Contudo, uma utilização continuada e não controlada pode 
levar a uma condenação do solo em causa. A aplicação em grandes quantidades de 
determinados fertilizantes fosfatado pode acrescentar cádmio e outros elementos 
potencialmente tóxicos, incluindo o mercúrio e chumbo, ao solo (Sumner, 2000). 
Os pesticidas também podem ter o papel de aumentar a concentração destes compostos no 
solo, uma vez que insecticidas e fungicidas contêm Cu, Hg, Mn, Pb e Zn. 
O comportamento dos metais no solo é muito complexo, envolvendo vários processos como 
adsorção-dessorção, complexação-dissociação, oxidação-redução, troca iónica e transporte 
(Swartjes et al., 2007). Estes mecanismos químicos interagem uns com os outros e no seu 
conjunto podem controlar o destino dos metais no solo. Os metais pesados entram nos tecidos 
vegetais, principalmente, através das raízes e folhas, mas a absorção radicular é o caminho 
mais dominante.  Os metais podem ser transferidas da água do solo para as plantas através 
das raízes sob a forma de iões dissolvidos (por exemplo Cd
2+
) (McLaughlin et al., 2011). 
As plantas entram em contacto com os metais quando os absorvem dos solos contaminados 
ou quando há a deposição na parte foliar por exposição a ar poluído (Zurera e Moreno, 1984). 
A acumulação de metais nos tecidos vegetais pode ser influenciada por múltiplos factores, tais 
como, as propriedades do solo (por exemplo, o pH, quantidade de matéria orgânica, teor de 
argila e concentração de metais), factores de plantas (por exemplo, tipo de planta) e condições 
ambientais (ambiente e poluição industrial por exemplo) (Twining et al., 2004). Em particular, o 
pH do solo parece poder afectar de forma significativa a biodisponibilidade e toxicidade dos 
metais no solo (Badawy et al., 2002; Wang et al., 2006b). O pH do solo é considerado um dos 
factores mais importantes que influenciam a transferência de cádmio e chumbo do solo para a 
planta, valores de pH mais elevados reduzem a biodisponibilidade e toxicidade de Cd e Pb 
(McBride et al., 1997; Tudorean e Phillips, 2004). O pH do solo também é o maior determinante 
da solubilidade e mobilidade do crómio e zinco (Speir et al., 2003). 




Desta forma, a ausência de uma relação directa entre os teores em metais detectados no solo 
e nas amostras de produtos hortícolas pode resultar das condições dos vários solos, 
nomeadamente do seu valor de pH, que pode afectar a mobilidade e solubilidade dos 
elementos fazendo com que a absorção dos metais possa ser mais elevada em solos com 
menor grau de contaminação.  
Neste contexto, seria conveniente efectuar uma análise mais pormenorizada aos solos que 
incluísse outros parâmetros físico-químicos, nomeadamente o pH, e que incluísse não só a 
quantificação total dos metais no solo mas também a quantificação dos metais extraíveis de 
forma a poder tirar mais conclusões sobre a influência do solo na concentração dos metais nos 
produtos hortícolas.  
 
1.3.4. Estudo da translocação dos metais na alface 
Para se ter uma ideia da translocação dos metais do solo para a planta, foi analisado o teor nos 
vários elementos em diferentes zonas da alface. Assim, alfaces provenientes da zona da 
Carrasqueira, colhidas numa fase muito inicial de desenvolvimento, foram separadas em raiz e 
folhas e cada uma destas fracções foi analisadas individualmente. Os resultados estão 
presentes na tabela 1.10. 
 
Tabela 1. 10: Quantificação dos elementos minerais na parte foliar e raiz de alfaces, bem como no solo 
colhido nas mesmas zonas. 
 
Zona 
Folha (µg/kg) Média ± desvio padrão 
































Raiz (µg/kg) Média ± desvio padrão 
































Solo (µg/kg) Média 
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Os resultados mostram para todos os elementos minerais analisados um valor muito mais 
elevado de contaminação do que aquele que tinha sido observado na amostragem anterior 
(tabela 1.7). Tal diferença resulta da colheita nas duas amostragens ter sido efectuada em 
fases muito diferentes do desenvolvimento da planta. Assim, enquanto que na primeira 
amostragem os produtos hortícolas foram analisados na altura de serem colhidos para 
consumo, nesta amostragem as alfaces foram colhidas quando ainda se encontravam numa 
fase muito precoce de desenvolvimento.  
A análise dos resultados mostra que em relação ao Cr, Ni, As e Pb, a concentração diminui no 
sentido solo – folhas. De destacar que no caso do Pb e do As a concentração era bastante 
superior no solo, reduzindo na raiz e consequentemente na folha. No caso do Cu, Cd, Zn, Mn e 
Se a concentração é maior na parte foliar da planta do que na raiz, podendo indicar que a 
contaminação poderá vir da atmosfera e ficar retida nas folhas, ou ainda uma maior mobilidade 
destes metais para se deslocarem para a parte aérea da planta. Os resultados são similares 
aos obtidos por Zhuang, 2009. 
O Factor de Bioconcentração (FBC) pode ser definido como a razão entre a concentração de 
um elemento numa planta e a concentração do mesmo elemento no solo.   O FBC é um 
importante indicador quantitativo de contaminação de culturas e geralmente tem sido utilizado 
para estimar a transferência de metais do solo para as plantas (García et al., 2009; Melgar et 
al., 2009; USEPA 2005). A tabela 1.11 mostra os FBC calculados para cada elemento e para 
cada grupo de alfaces provenientes das diferentes zonas da Carrasqueira. 
 
Tabela 1. 11: Factor de bioconcentração em diferentes alfaces por elemento. 
 
Segundo os resultado obtidos, os elementos com maior capacidade de transferência do solo 
para a alface foram o Zn>Mn>Cu, que são os elementos maioritários, quer nas culturas quer 
nos solos. O seguinte grupo com menor capacidade de transferência do solo para a cultura foi 



































Média 0,05 0,24 0,88 0,16 0,17 0,01 2,03 1,13 0,27 




O Cr e o Pb são os elementos com um factor de bioacumulação quase nulo e por isso a 
transferência do solo para a planta é pouco notória, como é demonstrado na tabela 1.10 em 
que a concentração destes elementos no solo é muito elevada e da raiz para a folha há um 


















1.3.5. Análise de Risco 
O consumo de frutas e vegetais é a principal via de exposição humana aos metais pesados 
(McLaughlin et al., 1999; Calderon et al., 2003; Roychowdhury et al., 2003), portanto, é de 
grandes importância avaliar a extensão da acumulação de metais pesados nas culturas e a 
partir daí avaliar o risco para as populações que resulta da ingestão diária desses alimentos.  
 
 
Figura 1. 4: Concentração de Cr e Pb (µg/kg) no solo, raiz e folhas de alface 
nas diferentes zonas de colheita. 
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Esta importância prende-se com o facto de ser conhecidos que os metais pesados são podem 
causar efeitos adversos sobre a saúde humana (Davydova, 2005), estando provado que a 
exposição excessiva a estes compostos conduz ao desenvolvimento de várias doenças (Jarup, 
2003). Conforme já anteriormente referido, os metais pesados podem ser classificados como 
potencialmente tóxicos, como é o caso do arsénio, cádmio ou chumbo, sendo alguns deles 
essenciais em pequenas quantidades como é o caso do cobre, zinco ou manganês (Zhu et al., 
2011). 
Apesar das concentrações nestes elementos terem sido de um modo geral baixas, estando, no 
caso do cádmio e do chumbo, sempre dentro dos valores admitidos por lei, é sabido que a 
exposição a compostos tóxicos pode ser muito prejudicial mesmo quando estes se encontram 
em doses muito baixas se a ingestão for muito elevada ou continuada ao longo do tempo 
(Gopalani et al., 2007; Unak et al., 2007).  
Assim, efectuou-se uma análise de risco de exposição a doses elevadas de metais pesados, 
através do consumo de hortícolas, para as populações em estudo. Para tal foi necessária a 
realização de questionários de frequência alimentar à população assinalada como de risco, a 
população da Carrasqueira, e á população da zona de controlo, a população de Vila Nova de 
Milfontes. A partir das respostas dadas foi necessário transformar essas frequências em 
factores para ser possível o cálculo do consumo real de cada pessoa.  
Foram desenhados posteriormente dois cenários possíveis de exposição, um cenário 
intermédio e um pior cenário. No cenário intermédio o consumo foi multiplicado pela 
concentração média do metal pesado presente nos vários legumes e no pior cenário foi usada 
a concentração máxima do composto nos vários legumes.  
Para se obterem os resultados da análise foi necessário confrontar os resultados da ingestão 
diária de cada metal em estudo para cada indivíduo com os limites máximos admissíveis. Após 
a realização dessa confrontação para todos os indivíduos em estudo foi possível identificar um 
indivíduo da Carrasqueira e quatro de Vila Nova de Milfontes que se encontram em situação de 
risco por, no pior dos cenários, ultrapassarem o limite máximo tolerável de arsénio. Na tabela 
1.12 estão presentes essas situações de alerta. Na tabela 1.12, ID representa o número de 
identificação do indivíduo e IDT a dose diária tolerável de cada elemento por dia e por pessoa.  
No pior cenário, os resultados demonstram, para a zona da Carrasqueira, uma criança (C110) 
em risco devido a ultrapassar os níveis admissíveis de arsénio por dia, no cenário intermédio o 
valor máximo para o arsénio já não foi atingido. Para a zona de Vila Nova de Milfontes, que se 
esperava de menor risco para as populações, foram assinaladas três crianças 
(C057;C017;C066) e um adulto (C052) com valores acima do admissível para a dose diária de 
arsénio (figura 1.5). Das várias situações assinaladas a da criança C017 é aquela onde o 
máximo foi mais largamente excedido, tendo-se verificado uma dose diária de arsénio superior 
ao dobro da dose diária admissível. Para o cenário intermédio esse risco já não se verifica.  




Os restantes elementos estão, em ambos os cenários, relativamente longe de atingir o limite 
máximo. 
Tabela 1. 12: Indivíduos em situação de alerta por ultrapassarem o limite máximo tolerável de arsénio. 
Zona ID Elemento 
EDI (µg/kg/dia) 
IDT (µg/kg/dia) 
Cenário intermédio Pior cenário 
Carrasqueira  C110 As 0,14 0,30 0,3
a
 
    Cr 0,10 0,11 0,5
b
 
    Ni 0,13 0,22 22,0
c
 
    Cu 4,61 6,85 71,4
d
 
    Pb 0,03 0,04 3,57
e
 
    Cd 0,03 0,05 0,8
f
 
    Zn 21,70 23,87 300
g
 
Vila Nova de Milfontes C057 As 0,15 0,33 0,3
a
 
    Cr 0,14 0,11 0,5
b
 
    Ni 0,13 0,24 22,0
c
 
    Cu 0,14 7,57 71,4
d 
 
    Pb 0,04 0,04 3,57
e
 
    Cd 0,03 0,05 0,8
f
 
    Zn 23,50 25,47 300
g
 
Vila Nova de Milfontes C017 As 0,31 0,61 0,3
a
 
    Cr 0,25 0,23 0,5
b
 
    Ni 0,32 0,51 22,0
c
 
    Cu 4,00 14,82 71,4
d 
 
    Pb 0,090 0,130 3,57
e
 
    Cd 0,08 0,11 0,8
f
 
    Zn 51,80 61,28 300
g
 
Vila Nova de Milfontes C066 As 0,20 0,42 0,3
a
 
    Cr 0,18 0,15 0,5
b
 
    Ni 0,18 0,31 22,0
c
 
    Cu 0,40 9,29 71,4
d
 
    Pb 0,05 0,06 3,57
e
 
    Cd 0,04 0,07 0,8
f
 
    Zn 30,68 34,37 300
g
 
Vila Nova de Milfontes C110 As 0,20 0,34 0,3
a
 
    Cr 0,11 0,13 0,5
b
 
    Ni 0,14 0,21 22,0
c
 
    Cu 0,82 1,99 71,4
d
 
    Pb 0,04 0,06 3,57
e
 
    Cd 0,02 0,03 0,8
f
 
    Zn 12,78 14,99 300
g
 








OMS e JECFA, 1982.
 
 





Figura 1. 5:Situações de alerta encontrados para as populações das duas zonas assinaladas. 
 
A identificação de qual dos alimentos mais contribuiu para as situações de excesso de arsénio, 
mostrou que no caso das crianças, quer da Carrasqueira quer de Vila Nova de Milfontes, a 
batata foi o alimento que mais contribuiu para a quantidade de arsénio, variando esta 
contribuição de 32 a 80% (figura 1.6). Para o único adulto de Vila Nova de Milfontes que 
ultrapassou o limite máximo de arsénio, o alimento que mais contribuiu foi a couve que foi 


















Figura 1. 6: Contribuição percentual dos vários produtos hortícolas em estudo para a dose diária de arsénio nas 
crianças da Carrasqueira (C110) e de Vila Nova de Milfontes (C066, C057 e C017). 













Segundo os resultados obtidos, o grupo mais susceptível são as crianças. Este resultado 
resulta da elevada quantidade de alimentos que as crianças ingerem em função do seu baixo 
peso. Esta maior ingestão relativa de alimentos prende-se com a maior necessidade energética 
que as crianças apresentam por se encontrarem numa fase de crescimento. Assim, uma 
criança pode ingerir quase a mesma quantidade de alimentos, com a mesma concentração do 
metal pesado que um adulto, o que faz com que a dose diária ingerida por ambos seja 
semelhante. Contudo, devido ao menor peso da criança, o seu EDI (µg/kg/dia) vai ser superior 
ao do adulto. Isto mesmo se pode verificar nas tabelas 1.13 e 1.14, que mostram os valores de 
EDI máximo e mínimos obtidos para as crianças e adultos na região da Carrasqueira (tabela 












Figura 1. 7: Contribuição percentual dos vários produtos hortícolas em estudo para a dose 
diária de arsénio no adulto de Vila Nova de Milfontes (C052). 
 




Tabela 1. 13: Compilação dos valores máximos e mínimos de EDI (µg/kg/dia) nos dois cenários traçados 
e variações de peso das crianças e adultos na zona da Carrasqueira. 
Crianças da zona da Carrasqueira (n=13) 
Peso (kg) 
 Elemento 
EDI cenário intermédio EDI pior cenário 
Máximo Mínimo Máximo Mínimo Máximo Mínimo 
51 14 As 0,03 0,01 0,30 0,01 
  Cr 0,10 0,01 0,11 0,01 
  Ni 0,13 0,01 0,22 0,01 
  Cu 4,61 0,22 6,85 0,24 
  Pb 0,03 0,00 0,04 0,00 
  Cd 0,03 0,00 0,05 0,00 
  Zn 21,74 1,00 23,87 1,20 
Adultos da zona da Carrasqueira (n= 89) 
Peso (kg) 
 Elemento 
EDI cenário intermédio EDI pior cenário 
Máximo Mínimo Máximo Mínimo Máximo Mínimo 
105 49 As 0,06 0,00 0,11 0,01 
  Cr 0,04 0,00 0,04 0,00 
  Ni 0,05 0,00 0,05 0,00 
  Cu 1,38 0,00 1,96 0,02 
  Pb 0,01 0,00 0,02 0,00 
  Cd 0,01 0,00 0,02 0,00 













Tabela 1. 14: Compilação dos valores máximos e mínimos de EDI (µg/kg/dia) nos dois cenários traçados 
e variações de peso das crianças e adultos na zona de Vila Nova de Milfontes. 
Crianças da zona de Vila Nova de Milfontes (n=12) 
Peso (kg) 
 Elemento 
EDI cenário intermédio EDI pior cenário 
Máximo Mínimo Máximo Mínimo Máximo Mínimo 
65 12 As 0,31 0,02 0,61 0,04 
  Cr 0,25 0,02 0,23 0,01 
  Ni 0,32 0,02 0,51 0,03 
  Cu 4,00 0,02 14,82 0,33 
  Pb 0,09 0,00 0,13 0,01 
  Cd 0,04 0,00 0,11 0,01 
  Zn 51,82 3,12 61,28 3,50 
Adultos da zona de Vila Nova de Milfontes (n= 88) 
Peso (kg) 
Elemento 
EDI cenário intermédio EDI pior cenário 
Máximo Mínimo Máximo Mínimo Máximo Mínimo 
105 45 As 0,20 0,01 0,34 0,01 
  Cr 0,12 0,01 0,11 0,00 
  Ni 0,14 0,01 0,21 0,01 
  Cu 0,93 0,02 6,79 0,04 
  Pb 2,14 0,00 2,06 0,01 
  Cd 0,03 0,00 0,04 0,00 
  Zn 21,19 0,93 23,47 1,16 
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2. Avaliação do grau de contaminação de diversos produtos do mar com 
fragrâncias ou musks 
 
2.1. Introdução 
Os musks são fragrâncias sintéticas utilizadas em muitos produtos de consumo, como produtos 
de limpeza e produtos de higiene pessoal (perfumes, loções para aplicar após o barbear, 
loções para o corpo, champôs, etc.) para garantir o odor agradável (Rimkus, 1999; Kannan et 
al., 2005; Nakata, 2005; Reiner et al., 2011; Wu, 2012).  
Os musks são compostos orgânicos lipofílicos e semi-voláteis. A ampla utilização destes 
compostos provocou a sua dispersão pelo Ambiente e, no início de 1990, foi relatada a sua 
presença no ar, na água, nos sedimentos, animais selvagens e em seres humanos. A sua 
distribuição ubíqua no ambiente aquático demonstra a sua persistência e a sua lipofilicidade 
confere-lhes elevada afinidade para com o tecido adiposo. 
Os musks apresentam-se em duas classes distintas, os nitro-musks e os musks-policíclicos. Os 
nitro-musks foram descritos pela primeira vez no final do século IXX por A. Bauer. Nestes 
compostos sintéticos há a adição de dois ou três grupos nitro (NO2) e alguns grupos metilo 
(CH3) a uma molécula de benzeno. 
Na tabela 2.1 apresentam-se algumas características dos cinco nitro-musks mais comuns 
encontrados na natureza. Assim, na tabela 2.1 pode encontrar-se a fórmula química de cada 
um dos nitro-musks, bem como o seu coeficiente de partição octanol/água (KOW), solubilidade 
em água, ponto de ebulição e ainda dados toxicológicos em organismos aquáticos. O 
coeficiente de partição octanol/água permite enquadrar o composto de acordo com a sua 
afinidade para o octanol e para a água definindo assim o seu carácter mais ou menos lipofílico. 
Quando o log KOW é superior a 5, o composto é considerado como muito lipofílico, uma vez que 
a sua afinidade para com o octanol é superior à sua afinidade para com a água (Geyer et al., 
2000). O LC50 é um parâmetro de toxicidade aguda e representa a dose letal capaz de matar 
50% da população exposta. O NOEC (Non Observed Effect Concentration) representa a dose 
máxima de composto testada que não desencadeou nenhum efeito nos organismos de teste. 
Os compostos com elevada resistência à degradação física, química ou biológica são 
compostos muito persistentes no Ambiente, podendo permanecer intactos durante longos 
períodos de tempo. Um elevado carácter lipofílico e uma elevada persistência são duas 
características que estão associadas a compostos com elevado potencial de bioacumulação. 
Os compostos são mais ou menos perigosos e merecedores de alertas segundo o estudo das 



















































































































SWECO Environment, 2010; 
b






De entre estes compostos, o musk tibetene é o que apresenta maior KOW (5,9) e por isso o 
composto mais lipofílico. O composto com maior solubilidade em água é o musk ketone. O 
musk que apresenta maior ponto de ebulição é o musk xylene. 
O uso de musk ambrette (MA), musk tibetene (MT) e musk moskene (MM) em produtos 
cosméticos foi banido na União Europeia, contudo os musk xylene (MX) e musk ketone (MK) 
podem ser utilizados mas sujeitos a restrições. Em relação a Portugal estes musks têm limites 
de utilização. Assim, o MX não pode exceder 1% em perfumes, 0,4% em águas-de-colónia e 
0,03% em outros produtos cosméticos. Para o MK os valores permitidos são um pouco mais 
altos, sendo que para perfumes o valor limite é 1,4%, em águas-de-colónia é 0,56% e 0,042% 
em outros produtos cosméticos. Os produtos de higiene oral podem não conter estes 
compostos (Decreto-lei nº 189/2008). 
Os musks-policíclicos foram introduzidos na indústria em 1950. Estes musks são derivados de 
tetralina e indano, substituídos por vários grupos metilo (Rimkus, 1999).  
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Vários musks-policíclicos foram introduzidos em produtos de limpeza e higiene, contudo os que 
se encontram em maiores concentrações são o galaxolide (HHCB) e o tonalide (AHTN) (Bester, 
2009) 
Na tabela 2.2 pode encontrar-se a fórmula química dos seis musks-policíclicos mais estudados, 
bem como o seu coeficiente de partição octanol/água (KOW), solubilidade em água, ponto de 
ebulição e ainda dados toxicológicos em organismos aquáticos. 
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Conforme se pode observar na tabela 2.1, traseolide é o musk com maior KOW (8,1), enquanto o 
galaxolide é o que apresenta maior solubilidade em água. O galaxolide não é considerado uma 
substância PBT, devido à evidência de degradação no ambiente aquático, uma vez que a 
monitorização ao longo dos anos revelou uma tendência decrescente da concentração de 
deste composto em lamas, água, material em suspensão, biota e sedimentos (European 
Commission, 2008). O galaxolidone é um metabolito gerado durante a biodegradação do 
galaxolide. Contudo, ao contrário do composto original, o metabolito galaxolidone é 
considerado uma substância PBT, por ser persistente, bioacumulável e tóxica. A transformação 
de galaxolide galaxolidone é conhecida e tem sido investigada em diversos estudos que 
elucidaram as diferentes etapas de degradação (Rimkus, 1999). 
Diversos trabalhos têm demonstrado a presença destas substâncias em vários organismos das 
cadeias alimentares aquáticas (tabela 2.3) (Nakata, 2005; Kannan et al., 2005; Nakata, 2007), 
amostras de sangue (Reiner et al., 2007; Schiavone et al., 2010) e tecido adiposo humano e 
ainda leite materno (Kannan et al., 2005; Schiavone et al., 2010; Reiner et al., 2011). Desta 
forma, o controlo de todas estas substâncias é relevante e prioritário devido ao seu potencial 
de bioacumulação e também devido a demonstrarem potencial de desregulação endócrina 
(Chase et al., 2012)  
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2.2.1. Detecção de Musks-Sintéticos por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectometria de 
Massa (GC/MS) 
São muitos os métodos de análise para a determinação de musks sintéticos em amostras 
ambientais, a maioria deles com base na análise por cromatografia gasosa acoplado a 
espectometria de massa (GC/MS) devido ao carácter semi-volátil destes compostos. Antes de 
poderem ser analisadas por GC/MS, é crucial que as amostras sofram uma preparação 
adequada com a finalidade de remover compostos que possam vir a interferir com a detecção 
desejada, reduzindo assim a eficácia dos resultados e/ou a vida útil da coluna. Normalmente a 
gordura presente nas matrizes gera grandes interferências sendo indispensável a sua remoção 
prévia. Assim, dependendo do tipo de matriz e das características do composto a analisar, a 
amostra entra no GC/MS depois de ter sofrido uma fase de extracção e de uma fase de 
limpeza (“clean-up”).  
Uma técnica é tanto melhor quando maior a sensibilidade e mais baixos os limites de detecção 
para elementos traço como os musks. Normalmente isso consegue-se recorrendo a 
cromatografia gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massa (MS). Esta ligação permite a 
diferenciação das interferências da matriz e uma identificação e quantificação simultânea dos 
analitos (Fernández-González et al., 2008). Na Figura 2.1 estão representados os principais 




A possibilidade de aplicar grande volume de injecção (LVI do inglês large volume injection) é 
um pré-requisito excelente para a determinação de componentes vestigiais, porque aumenta a 
sensibilidade e reduz a necessidade de pré-concentração do extracto para a análise (Jeroen e 
Hans, 1996; Hoh e Mastovska, 2008).  
O injector PTV é semelhante a um injector convencional porque, em ambos os sistemas, a 
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Figura 2. 1: Esquema do GC/MS (Adaptado de Skoog et al., 2007). 
 




No entanto, o injector PTV é equipado com uma função de controlo da temperatura muito 
sofisticado e pode ser rapidamente aquecido ou arrefecido durante a injecção, enquanto que o 
injector de separação convencional é isotérmico. O injector PTV permite um controlo da 
temperatura, pressão e caudal a que a amostra está sujeita e é uma mais valia para a análise 
de amostras complexas e com baixas concentrações do analito, porque a entrada do PTV 
permite a eliminação do solvente e desse modo uma pré-concentração do analito, também 
permite a transferência desse para a coluna por acção de vapor. O controlo da temperatura do 
injector diminui as perdas por volatilização dos compostos de baixo peso molecular e a 
discriminação de compostos de elevado peso molecular, melhorando também a focagem na 
entrada da coluna analítica. Assim, quando a amostra é sujeita a um procedimento de limpeza 
antes da análise é possível uma eliminação mais eficiente de interferências da matriz 
recorrendo a um PTV-LVI (Ángel et al., 2013). 
No procedimento de análise por GC a amostra é introduzida a baixa temperatura (sempre 
abaixo do ponto de ebulição do solvente usado). O solvente é eliminado, em condições 
definidas como óptimas, enquanto os analitos são retidos no revestimento à entrada da coluna. 
A entrada do PTV é rapidamente aquecida (até 12 °C/segundo) e os analitos retidos são 
transferidos para a coluna analítica, mantendo a temperatura do forno abaixo da temperatura 
de ebulição do solvente para reorganizar os analitos na parte da frente da coluna. Por último, 
após a transferência dos componentes de interesse, há a abertura da válvula para remover o 
vapor do solvente residual e compostos de matriz de baixa volatilidade para fora do sistema.  
A implementação de um PTV pode levar à eliminação completa das etapas de pré-
concentração de amostras contendo compostos vestigiais (Ángel et al., 2013), contudo a 
optimização dos parâmetros não é fácil e estes devem ser cuidadosamente ajustados às 
matrizes em estudo, de modo a obter resultados confiáveis e reprodutíveis. 
 
2.2.2. Metodologias de preparação das amostras para detecção de Musks-Sintéticos por GC/MS 
O método QuEChERS (rápido, fácil, barato, eficaz, robusto e seguro) foi introduzido em 2003 
por Anastassiades e colaboradores. Inicialmente este método foi desenvolvido para a análise 
de pesticidas em alimentos, contudo foi possível adaptar este método a outros compostos e 
outras matrizes. O método QuEChERS apresenta várias vantagens, tais como o facto de 
envolver o uso de pequenas quantidades de solventes, da maioria dos solventes usados serem 
pouco poluentes e tóxicos, de permitir a redução significativa de contaminações nas amostras, 
uma vez que o material usado é descartável e muito fácil de manusear, e, adicionalmente, de 
apresentar baixos custos e rapidez de análise. 
 
 
Marina Amaral Saraiva 
 
44 
O método apresenta duas fases essenciais e indispensáveis antes da análise no GC/MS: a 
primeira fase é a extracção dos compostos da amostra para o solvente de extracção usado; a 
segunda fase é chamada fase de limpeza (“clean-up”) e tem como finalidade reduzir as 
interferências, uma vez que em amostras biológicas estão presentes gorduras e outras 
moléculas de elevado peso molecular que têm de ser separadas do analito de interesse. A fase 
de limpeza minimiza o efeito de matriz, levando a resultados mais consistentes e reprodutíveis. 
Em análise, a presença de gordura leva a resultados com baixa precisão e repetibilidade 
devido à deformação evidente dos picos (Gerhard et al., 1997). 
Em ambas as etapas há a adição de sais, com funções diferenciadas, que facilitam a extracção 
e a limpeza da matriz. Na fase de extracção adiciona-se o sulfato de magnésio, que funciona 
como agente secante e remove a água residual, uma vez que a amostra é usada liofilizada; O 
cloreto de sódio, que permite a modificação da matriz aumentando a disposição dos 
constituintes da amostra e o citrato de sódio e o citrato dissódico hidrogenado que controlam o 
pH da matriz evitando variações do pH. As aminas primárias e secundárias (PSA) eliminam 
açúcares, ácidos gordos polares, ácidos orgânicos polares e pigmentos polares presentes na 
matriz. O octadecílico (C18) tem a função de remover as substâncias interferentes não polares, 
como alguns lípidos (Wilkowska e Biziuk, 2011). 
A técnica usada designa-se extracção em fase sólida dispersiva (d-SPE). Esta técnica 
caracteriza-se pela poupança de tempo, esforço e solventes, não requer aparelhos nem 
utensílios, tais como cartuchos, vácuo, secagem nem fase de evaporação de solvente, garante 
maiores recuperações e resultados mais reprodutíveis e ainda melhor interacção entre a 
amostra, os solventes e os sais usados comparando com a SPE tradicional (Cieślik et al., 2011; 
Wilkowska e Biziuk, 2011). A grande preocupação desta técnica reside na escolha de um 
solvente que capte os compostos de interesse e não os componentes da matriz que causam 
interferência, como gorduras ou açúcares. (Skoog et al., 2007; Wilkowska e Biziuk, 2011). 
Na figura 2.2 está esquematizado o procedimento de d-SPE. Numa primeira fase é efectuado o 
acondicionamento do tubo, onde é adicionado o solvente e os sais que vão auxiliar a 
extracção; na seguinte fase ocorre a adição da amostra no mesmo tubo. Nesta fase, no 
solvente encontram-se retidos não só o analito de interesse mas alguns interferentes, por isso, 
é necessário uma terceira etapa, com novos sais “clean-up” para que ocorra a limpeza das 
interferências e no solvente apenas fiquem os compostos de interesse. A figura 2.3 mostra o 
























Figura 2. 3: Kit QuEChERS (Waters, 2014). 
 
2.2.3. Enquadramento e objectivos do segundo capítulo 
Os musks sintéticos são contaminantes alimentares emergentes que importa controlar devido 
especialmente ao seu potencial de bioacumulação e de desregulação endócrina. Neste 
contexto, o objectivo do presente capítulo foi o de avaliar o nível de diferentes matrizes 
alimentares, todas de origem marinha, com sete destas substâncias: o celestolide (ADBI), 
phantolide (AHMI), traseolide (ATII), galaxolide (HHCB), tonalide (AHTN), musk ketone (MK) e 
musk xylene (MX). Com o objectivo de avaliar a situação ao longo do tempo e em diferentes 
zonas da Europa a amostragem foi realizada em anos e localizações diferentes. 
Para atingir este objectivo foi necessário começar por implementar e validar o método de 
extracção/quantificação destas substâncias em ostras e mexilhão, salmão (músculo, fígado e 
gónadas) e em enguias de vidro. 
Este trabalho teve ainda como objectivo avaliar o potencial de bioacumulação de dois destes 
compostos, o galaxolide (HHCB) e o tonalide (AHTN), em enguias de vidro. 
Condicionamento Adição de amostra Limpeza  
 
Analito Interferentes 
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2.2 Materiais e Métodos 
 
2.2.1. Produtos Químicos e Reagentes 
O acetonitrilo e o Acetato de etilo usados para a preparação das soluções padrões e como 
solventes orgânicos no procedimento do QuEChERS foram adquiridos a Fluka®Analytical e 
Sigma-Aldrich respectivamente. O sulfato de magnésio, cloreto de sódio, citrato de sódio, 
citrato dissódico hidrogenado, aminas primárias e secundárias e octadecílico estão 
incorporados no kit de QuEChERS obtido pela Agilent Technologies – Agilent Bond Elut. As 
soluções padrão sólidas de fragrâncias sintéticas, 1,3,4,6,7,8-hexa-hidro-4,6,6,7,8,8-
hexametilciclopenta[g]-2-benzopirano (galaxolide) (75%), 7-acetil-1,1,3,4,4,6-hexametiltetralina 
(tonalide), 6,7-di-hidro-1,1,2,3,3-pentametil-4(5H)-indanona (cashmeran), 4-acetil-1,1-dimetil-6-
tert-butilindano (celestolide), 6-acetil-1,1,2,3,3,5-hexametilindano (phantolide) foram obtidas 
pela LGC Standards (Barcelona, Espanha) com 99% pureza, com excepção do galaxolide com 
aproximadamente 25% de Ftalato de dietilo (DEP). O 1-(ters-butil)-3,4,5-trimetil-2,6-
dinitrobenzeno (musk tibetene) foi adquirido em solução de 10 mg /L em ciclohexano pela 
mesma empresa. O 4-aceto-3,5-dimetil-2,6-dinitro-ters-butilbenzeno (musk ketone) foi adquirido 
a partir de Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha) com 99% e 98% de pureza, 
respectivamente. O 2,4,6-trinitro-1,3-dimetil-5-terc-butilbenzeno (musk xylene) foi obtido da 
Sigma -Aldrich (St. Louis, USA) a 100 mg/L em acetonitrilo. Para o controlo de qualidade foi 
necessário o uso de um padrão interno, o Musk xylene D15 (mx-d15) adquirido igualmente em 
Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha) com 100 ng/µl em acetona. Por último, o 
4,6,6,7,8,8-Hexamethyl-4,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[g]isochromen-1(3H)-one (galaxolidone) foi 
adquirido por parte da LGC Standards (Molsheim, France), com uma pureza de 53,5%. 
 
2.2.2. Preparação das soluções padrão 
Para cada musk de concentração 1000ppm foi adicionado o solvente para uma concentração 
final de 10ppm. A solução mix foi preparada a partir dessas soluções a 10ppm para um volume 
final de 1500µL, considerando a solução final com uma concentração de 1ppm. O padrão 
interno ([2H15]-MX) a 1ppm foi preparado a partir de uma solução de10ppm para um volume 
final de 1000µL. Para a curva de calibração foram usados os seguintes pontos: 0, 5, 25, 50, 
100ppb para um volume final de 1500 µL e uma concentração inicial de 1000ppb. Como o 
método tinha de ser validado para os dois solventes foram feitas soluções em acetonitrilo e em 









2.2.3. Amostras Analisadas 
Foi analisado um total de 106 amostras de ostras, mexilhões, salmão e enguias de vidro. As 
ostras e mexilhões foram apanhados entre 2013 e 2014 em Portugal, Espanha e França, nas 









As amostras de salmão analisadas foram capturadas e liofilizadas entre 1995 e 2011 em dois 
rios franceses, Nivelle e Bidassoa. Para cada amostra de salmão foi analisado em separado o 
músculo (n=29), fígado (n=28) e gónadas (n=28). 
Em relação às enguias de vidro, foram apanhadas em 2014 e mantidas vivas num aquário para 
uma posterior dopagem com 1000 ng de galaxolide e 100 ng de tonalide por litro de água. Após 
serem sujeitas a essa contaminação foram retiradas em diferentes períodos de tempo: T0 
(retiradas após a contaminação), T1 (retiradas 1 dia depois da contaminação), T7 (retiradas 7 
dias depois da contaminação) e T14 (retiradas após 14 dias de contaminação).  
Na tabela 2.4 encontra-se uma descrição mais pormenorizada das amostras analisadas. 
 
Tabela 2. 4: Descrição das várias amostras analisadas 
Biota Número de Amostras 







Enguias de vidro 





Figura 2. 4: Mapa dos pontos de colheita das amostras de ostras (Monperrus, 2012). 
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2.2.4. Preparação das Amostras 
Foram testadas várias hipóteses para a preparação das amostras, que conduziu ao 
desenvolvimento e validação do método. Em seguida apresenta-se o método usado e 
considerado óptimo para as amostras em estudo. Numa primeira fase pesou-se (balança AG 
204 Mettler Toledo) para um tubo de extracção 0,2g da amostra a analisar, previamente 
liofilizada e triturada de forma a garantir uma boa homogeneidade. Em seguida, adicionou-se 
1mL de acetonitrilo e 5µL do padrão interno ([2H15]-MX). Agitou-se manualmente durante um 
minuto e, de seguida, colocou-se em banho de ultrasons (8510 Branson) durante 10 minutos. 
Posteriormente, procedeu-se à adição dos sais de extracção: 170mg de citrato de sódio, 83mg 
de citrato dissódico hidrogenado, 667mg de sulfato de magnésio e 170mg de cloreto de sódio. 
Procede-se novamente a uma agitação manual durante um minuto e centrifugou-se 
(TermoScientific®-Espresso centrifuge) durante 10 minutos a 3700rpm. O sobrenadante 
(líquido com os analitos de interesse reparado dos vários sais usados para a extracção) foi 
recolhido para um segundo tubo e iniciou-se a fase de limpeza. Para tal, adicionaram-se 25mg 
de aminas primárias e secundárias, 25mg de octadecílico e 150mg de sulfato de magnésio. 
Finalmente procedeu-se a uma nova agitação manual durante um minuto seguida de 
centrifugação durante 10 minutos a 3700rpm. O sobrenadante desta segunda centrifugação foi 
recolhido para um frasco de vidro para análise no LVI-PTV-GC/MS. A figura 2.5 mostra um 













Figura 2. 5: Fluxograma do método de QuEChERS. 
 
Foi pesado e introduzido para o tubo de extracção:  0,2g de 
amostra + 1 ml of acetonitrilo + 5 µL de [
2
H15]-MX  
Etapa 1 - 
Preparação 
Agitação vigorosa durante 1 minuto  
ultrasons durante 10 minutos 
 
Adição dos sais de extracção: 170mg citrato de sódio + 83mg citrato dissódico 
hidrogenado + 667mg sulfato de magnésio + 170 mg cloreto de sódio 
 
 Agitação vigorosa durante 1 minuto 
Centrifugadora durante 10 minutos a 3700rpm 
 
 
Recuperação do sobrenadante para o segundo QuEChERS 
contendo: 25mg PSA + 25 mg C18 + 150 mg MgSO4 
Recuperação do sobrenadante para o vial 
Determinação final usando o GC/MS 
Etapa 2 - 
Extracção 
Etapa 3  -
Limpeza 
Agitação vigorosa durante 1 minuto 
Centrifugadora durante 10 minutos a 3700rpm 
 
 




2.2.5 Análise instrumental 
As condições do PTV-GC/MS (Agilent Technologies 7890A GC system) para a determinação e 
quantificação dos compostos de interesse estão descritas pormenorizadamente na tabela 2.5. 
Para esta análise é de grande importância o conhecimento do composto, quer do tempo de 
retenção quer da massa/carga (m/z) do ião alvo para a análise em GC/MS. Essas 
características para cada composto a analisar estão presentes na tabela 2.6. Os iões 
qualitativos permitem indicar se o pico que se está a integrar é realmente o pico do composto 
de interesse. 
 
Tabela 2. 5: Condições do PTV-GC/MS usadas para a análise. 
GC Coluna HP-5MS, 5% fenil metil siloxano (Agilent 19091S-433) 
 
Programa de 
temperatura do forno 
Começa a 65°C e mantém durante 2 min, segue a aumentar 
30°C.min
-1
 até 190°C, segue 5°C.min
-1
 até 290°C e mantém por 5 
min. Total da corrida: 33 min. 
 Fluxo de gás (árgon) 1,3 mL.min
-1
 
PTV Volume de amostra 50 µL 
 
Programa da 
temperatura de injecção 
65 °C por 4 min (ACN) ou 60°C por 3 min (EtOAc), segue-se 
72°C.min-1 até 300 °C durante 29 min. 
 Pressão 4,351 psi em 4 min (ACN e EtOAc)  













EI-MS Energia de ionização 70 eV 





 Tempo de permanência 
80 ms para DPMI, ADBI, AHMI, MA, MM, MK 











Tabela 2. 6: Caracterização do composto a analisar com o tempo de retenção, m/z do ião alvo e dos 
qualitativos 
Analito Tempo de retenção (min.) Ião alvo Iões qualitativos 
Celestolide (ADBI) 10,498 229 173 + 244 
Phantolide (AHMI) 10,847 229 187 + 171 
Musk Ambrette (MA) 11,924 253 268 + 254 
Traseolide (ATII) 11,619 215 258 + 173 
Galaxolide (HHCB) 11.680 243 258 + 213 
Tonalide (AHTN) 11,772 243 258 + 159 
Musk Moskene (MM) 12,013 263 278 + 264 
Musk Ketone (MK) 13,001 279 294 + 280 
Musk Xylene (MX) 11,764 282 283 
[2H15]-MX 11,634 294 207 
 
 
2.2.6 Controlo de Qualidade 
Os musks sintéticos podem estar presentes em todo o lado, mesmo nas bancadas de 
laboratório, por isso é necessário uma maior disciplina dos manipuladores das amostras. Por 
outro lado, as quantidades a determinar são vestigiais e por isso podem ser falsas se o cuidado 
não for o adequado. Os tubos usados devem ser descartáveis e devem evitar-se lavagens com 
detergentes para excluir a possibilidade de contaminações. Para garantir que os tubos de 
QuEChERS usados pela primeira vez não contribuem para a concentração em musks 
sintéticos é necessária a realização de brancos experimentais, assim, é necessário a 
realização de todo o procedimento com a ausência de amostra 
Nos brancos foram detectadas concentrações de celestolide, galaxolide, tonalide e musk 
ketone de 0,01; 0,11; 0,03 e 0,01 µg/L respectivamente. No tratamento de dados esse valor foi 
tido em conta e subtraído de todas as amostras. 
Em substituição do cálculo para o limite de detecção, foi calculado o MDL (limite de detecção 
do método), que consiste na seguinte fórmula: 
MDL =  s x t (n-1;1-α=0.99), em que: 
n = número de réplicas de brancos (7 no mínimo); s = desvio padrão dos resultados obtidos e  t 
= valor do t student com n-1 graus de liberdade e 99% de nível de confiança. 
 




Em todas as amostras foi adicionado o padrão interno (PI) numa concentração de 10ppb. O PI 
é um composto que se adiciona à amostra, antes de qualquer manipulação, neste caso antes 
da extracção, para não interferir com a análise. O PI tem a função de corrigir possíveis 
imprecisões durante a manipulação da amostra como na fase de extracção, injecção da 
amostra, concentração do analito por evaporação do solvente ou variações no equipamento de 
análise. O PI também tem a função de monitorizar possíveis erros do operador no 
procedimento durante a análise. A escolha do PI deve ter em conta as seguintes 
características: não pode ser um composto presente na amostra, deve ter elevado grau de 
pureza, deve originar picos com boa e fácil identificação e ter características semelhantes aos 
analitos a estudar. 
O controlo externo passou pela realização de uma calibração instrumental, uma calibração 
procedimental e uma calibração com adição padrão. 
Para as diferentes calibrações foram usadas soluções mix com os vários musk sintéticos nas 
seguintes concentrações: 5, 25, 50 e 100ppb. 
 
2.2.7. Desenvolvimento do Método 
Para chegar à validação do método, houve vários parâmetros a estudar e testar. Esses 
parâmetros foram: Em primeiro lugar o solvente de extracção (se acetonitrilo ou Acetato de 
etilo) e o rácio entre a massa de amostra e o volume do solvente de extracção (se 0,5g de 
amostra/3mL de solvente ou 0,2g de amostra/1ml de solvente). 
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2.3. Resultados e Discussão 
 
2.3.1 Validação do Método 
2.3.1.1. Tipo de Solvente de Extracção 
Para a fase de extracção foi implementada a metodologia QuEChERS para a determinação de 
musks em amostras biológicas, aplicação completamente pioneira. Foram testados dois 
solventes de extracção, acetonitrilo (ACN) e Acetato de etilo (EtoAC). Após se realizar o 
procedimento experimentar e se analisar os resultados, a escolha do solvente incidiu na 
comparação das percentagens de recuperação (% recuperação), das percentagens do desvio 
relativo (%RSD) e na linearidade (r
2
) da curva de calibração. Para a linearidade da curva foram 
tidas em conta as concentrações: 5, 50 e 100 ng/g. Os resultados estão apresentados nas 
tabelas 2.7 e 2.8. 
 
Tabela 2. 7: Teste do solvente de extracção – resultados da linearidade e RSD. 
   %RSD 
 Linearidade (r²) EtOAc ACN 
Analito ACN EtoAC 5 ppb 50 ppb 100 ppb 5 ppb 50 ppb 100 ppb 
ADBI 0,9998 0,9986 17 52 18 6 2 0 
AHMI 0,9998 0,9991 19 63 25 3 2 3 
MA 0,9967 0,9893 22 47 27 1 0,4 6 
ATII 0,9931 0,9993 25 51 23 6 11 2 
HHCB 0,9969 0,9832 - 54 14 18 18 4 
AHTN 0,9999 0,9890 - 5 29 7 0 3 
MM 0,9987 0,9999 22 53 27 9 2 4 
MK 0,9899 0,9938 22 50 25 9 3 7 













Tabela 2. 8: Teste do solvente de extracção – resultados da percentagem de recuperação. 
 Percentagem de recuperação 
 EtOAc ACN 
Analito 5 ppb 50 ppb 100 ppb 5 ppb 50 ppb 100 ppb 
ADBI 29 148 173 89 98 101 
AHMI 15 166 169 89 102 100 
MA - 176 172 63 108 98 
ATII 9 161 170 193 114 97 
HHCB - 126 176 85 99 102 
AHTN - 155 165 147 101 100 
MM 10 158 170 107 104 99 
MK -20 174 167 120 113 96 
MX 6 159 170 46 105 98 
 
Perante os resultados obtidos, o solvente escolhido para ser adicionado na fase de extracção 
dos analitos de interesse foi o acetonitrilo (ACN). Como se pode visualizar na figura 2.6, este 
solvente apresenta melhores percentagens de recuperação e melhores percentagens de RSD 
do que o outro solvente testado, o Acetato de etilo (EtoAC). A linearidade foi muito semelhante 













Figura 2. 6: Valores da percentagem de RSD e de recuperação entre os dois solventes 
testados para a concentração de 50 ppb. 
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2.3.1.2. Rácio Massa de Amostra/Volume de Solvente 
A optimização deste rácio é de grande importância, uma vez que se a quantidade de amostra 
for extremamente elevada para o volume de solvente adicionado, pode ocorrer a saturação do 
solvente e, desta forma, muitos dos analitos podem não ser retirados da amostra e perdem-se. 
Por outro lado, a saturação do solvente dificulta também as etapas posteriores de recuperação 
do sobrenadante e limpeza do conteúdo removido para o solvente. Pelo contrário, se o 
conteúdo da amostra for muito reduzido para a quantidade de solvente usada, pode não ser 
possível encontrar o analito após a análise devido as suas concentrações vestigiais nas 
amostras em estudo.  
Perante estes problemas que podem surgir foram testados dois rácios diferentes para o 
solvente já escolhido por apresentar melhores resultados: 0,5g de amostra para 3mL de 
acetonitrilo e 0,2g de amostra para 1mL de acetonitrilo. 
Para a tomada de decisão foram comparadas as percentagens de recuperação. A 
percentagem de recuperação é um factor muito importante porque indica se a concentração 
inicial adicionada corresponde à concentração final analisada, isto é, quanto mais próximo o 
valor for de 100%, maior a eficácia do solvente em remover a concentração que foi adicionada 
na amostra para testar o rácio massa de amostra para volume de solvente. Assim, um valor 
próximo de 100% indica quer que o volume de solvente foi suficiente para remover a 
concentração do analito adicionada na amostra e, consequentemente, remover os analitos 
presentes naturalmente nas amostras a analisar.  
Na tabela 2.9 apresentam-se as percentagens de recuperação e as % RSD encontradas para 
os dois rácios testados. 
Tabela 2. 9: Valores da percentagem de recuperação e de RSD dos dois rácios em estudo. 
 % Recuperação %RSD 
 Acetonitrilo (ACN) 
 0,5g/3mL 0,2g/1mL 0,5g/3mL 0,2g/1mL 
Analito 5 ppb 50 ppb 100 ppb 5 ppb 50 ppb 100 ppb 5 ppb 50 ppb 100 ppb 5 ppb 50 ppb 100 ppb 
ADBI 64 54 57 89 98 101 12 20 25 9 4 10 
AHMI 52 56 51 89 102 100 15 28 17 21 6 16 
ATII 209 160 150 63 108 98 18 18 51 15 2 11 
HHCB 171 67 108 85 99 102 18 60 9 16 22 17 
AHTN 127 92 102 147 101 100 19 21 22 10 4 16 
MK 101 71 60 107 104 99 21 8 28 13 16 7 
MX 107 77 69 120 113 96 22 27 34 4 4 1 
 




Perante os resultados obtidos, e como se pode rapidamente visualizar na figura 2.7, que 
apresenta, como exemplo, os resultados para a concentração de 50 ppb, dos dois rácios 











2.3.1.3. Método de Limpeza 
Nesta fase de validação do método, surgiu a possibilidade de testar se a fase de limpeza 
(“clean-up”) da amostra funcionaria melhor com ou sem C18 (octadecílico). Os resultados 
foram comparados igualmente através das percentagens de recuperação e de RSD, como está 
presente na tabela 2.10. 
 
Tabela 2. 10: Valores da percentagem de recuperação e de RSD dos dois métodos de limpeza testados 
 % Recuperação %RSD 
 Acetonitrilo (ACN) 



























ADBI 89 98 101 78 115 98 9 4 10 12 10 16 
AHMI 89 102 100 - 167 75 21 6 16 24 35 13 
ATII 63 108 98 237 27 122 15 2 11 24 22 33 
HHCB 85 99 102 28 73 103 16 22 17 19 8 1 
AHTN 147 101 100 108 111 97 10 4 16 4 6 4 
MK 107 104 99 99 105 98 13 16 7 41 10 36 
MX 120 113 96 73 90 99 4 4 1 21 15 1 
 
 
Figura 2. 7: Valores de percentagem de RSD e de recuperação para os dois rácios 
estudados para a concentração de 50 ppb. 
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Os resultados mais satisfatórios foram obtidos com o C18, como se pode observar 
graficamente na figura 2.8 para a concentração de 50 ppb. Este resultado está de acordo com 
o esperado, uma vez que o C18 tem a função de remover interferências da amostra, como, por 












2.3.2. Quantificação dos Musks nas Várias Amostras Analisadas 
A calibração instrumental usada, as curvas de calibração com adição de padrão e os limites de 
detecção do método (MDL) encontram-se no Anexo I. 
 
2.3.2.1. Ostras e mexilhões 
Após todo o procedimento de preparação da amostra, os diversos musks em análise foram 
quantificados por LVI-PTV-GC/MS nas ostras e mexilhões. Os resultados desta análise 







Figura 2. 8: Valores de percentagem de RSD e de recuperação entre os dois 
métodos estudados na fase de limpeza para a concentração de 50 ppb. 
 




Tabela 2. 11: Resultados da quantificação dos musks, em ng/g, nas ostras e mexilhões. 
 Analito (ng/g + s.d) 
Local de colheita ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX 
Ostranor – ostras cultivadas 0,0 0,0 0,0 1,6±0,2 0,5±0,0 0,0 0,0 
Bassin Arcachon - ostras cultivadas 0,0 0,0 0,0 1,2±0,2 0,5±0,0 0,0 0,0 
Bassin Arcachon -  mexilhões selvagens 0,0 0,0 0,2±0,0 1,1±0,0 0,2±0,0 0,0 0,0 
Bassin Arcachon – ostras selvagens 0,0 0,0 0,0 0,7±0,1 0,3±0,0 0,0 0,0 
La Rochelle – ostras selvagens 0,0 0,0 0,0 1,4±0,0 0,3±0,0 0,0 0,0 
La Rochelle – ostras cultivads 0,0 0,0 0,0 2,7±0,3 0,1±0,0 0,0 0,0 
Urdabaï – mexilhões selvagens 0,0 0,0 0,0 1,4±0,1 0,5±0,0 0,0 0,0 
Sado – ostras selvagens 0,0 0,0 0,0 2,0±0,3 1,4±0,0 0,0 0,0 
Ria de Aveiro – ostras cultivadas 0,0 0,0 0,4±0,0 13,4±0,3 2,1±0,1 0,0 0,0 
 
Como se pode observar, os dois compostos maioritários nestas amostras foram o galaxolide 
(HHCB) e o tonalide (AHTN). Pelos resultados obtidos, pode constatar-se que as ostras 
provenientes da ria de Aveiro são as que estão mais contaminadas por musks sintéticos, 
especialmente por galaxolide e tonalide, com uma concentração cerca de dez vezes superior à 
das restantes amostras analisadas. Tendo em conta apenas os compostos maioritário, foi 
traçado um gráfico em que se visualiza a diferença no grau de contaminação entre as várias 










Aparentemente as ostras cultivadas têm concentrações superiores destes compostos 
maioritários que as ostras selvagens, com a excepção das ostras selvagens colhidas no rio 
Sado em Portugal, que têm uma concentração superior comparando a algumas amostras de 
ostras cultivadas, como é o caso das ostras apanhadas na região de Ostranor e Bassin 
Arcachon. 
 
Figura 2. 9: Concentração de galaxolide e tonalide nas amostras de ostras e mexilhões de diferentes 
origens. 
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2.3.2.2. Salmão  
Numa tentativa de estudar a distribuição destes compostos no salmão, de acordo com as 
percentagens de gordura nas várias partes do corpo, sentiu-se a necessidade de repartir o 
salmão e proceder a uma análise individual dessas mesmas partes. Assim, no mesmo,  
organismo analisou-se o músculo, gónadas e fígado de forma individual para cada animal. As 
expectativas iniciais eram de que a concentração do composto seria mais elevada em zonas 
com maior percentagem de gordura, uma vez que os musks são bioacumuláveis e lipofílicos. 
Desta forma, uma vez que o músculo tem uma característica mais fibrosa que as outras partes 
do salmão analisadas, a perspectiva inicial seria a destes analitos se encontrarem em 
quantidades mais reduzidas no músculo do que no fígado e gónadas.  
 
2.3.2.2.1 Músculo de Salmão 
As amostras foram analisadas, no mesmo dia da preparação, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS. 
Para diferenciar as amostras adoptou-se a seguinte denominação: Em primeiro lugar a data da 
pesca do indivíduo (dia/mês/ano), em seguida o seu comprimento e no fim a indicação do 
género (f – feminino; m – masculino). Os resultados da análise do músculo de salmão 



















Tabela 2. 12: Resultados da quantificação dos musks, nas amostras de músculo de salmão. 
 Analito (ng/g ± desvio padrão) 
Data de Colheita - 
Comprimento ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX 
Zona de Nivelle, França        
27/12/1995 – 71,5 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,7 ±0,1 3,3±0,5 0,0±0,0 0,0±0,0 
29/10/1997 – 61,5 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 3,4 ±0,1 4,0±0,3 0,0±0,0 0,1±0,0 
06/11/2002 – 66 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 2,4 ±0,1 4,4±0,0 0,3±0,0 1,3±0,5 
04/04/2004 – 59 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 4,1 ±0,3 2,3±0,1 0,1±0,0 1,3±0,6 
06/12/2006 – 74 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,2 ±0,0 1,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
07/12/2006 – 58 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,1 ±0,0 0,2±0,0 0,0±0,0 0,2±0,1 
07/12/2006 – 60 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 1,8 ±0,1 1,7±0,3 0,0±0,0 0,0±0,0 
10/12/2006 – 63 cm –f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,7 ±0,0 0,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
13/12/2006 – 61 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,8 ±0,1 0,4±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
05/11/2007 – 62,5 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 4,7 ±0,1 0,5±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
13/12/2007 – 73 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,1 ±0,0 0,3±0,0 0,0±0,0 0,9±0,1 
14/12/2007 – 69 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,5 ±0,3 0,4±0,1 0,0±0,0 0,5±0,2 
17/12/2008 – 64 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
30/12/2009 – 60,5 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,6 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
01/02/2011 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,9 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
02/02/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,2 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
02/02/2011 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,0 ±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
29/10/2011 – 67 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,6 ±0,0 0,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
08/12/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
29/10/2011 – 61,5 cm  - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,2 ±0,0 0,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
31/10/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,8 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
05/12/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,6 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
06/12/2011 - m  0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,5 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
06/12/2011 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
05/03/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,5 ±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
Zona de Bidassoa, França        
02/01/2005 – 68cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,5 ±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 
02/01/2005 – 63 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,0 ±0,0 1,1±0,0 0,0±0,0 0,4±0,1 
02/01/2005 – 59 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,1±0,0 0,3±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
24/12/2008 – 62 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,6±0,1 1,5±0,0 0,0±0,0 0,9±0,0 
 
Tal como verificado com as ostras e mexilhões, também no caso do músculo de salmão os 
compostos maioritários foram o galaxolide e o tonalide. Com a excepção das amostras com a 
identificação 27/12/1995 – 71,5 cm – m, 29/10/1997 – 61,5 cm – f e 06/11/2002 – 66 cm – f, os 
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O musk ketone apenas aparece em duas amostras identificadas como 06/11/2002 – 66 cm – f 
e 04/04/2004 – 59 cm – m, que apresentam igualmente a maior concentração para o musk 
xylene (1,3 ng/g) comparando com a concentração máxima obtida pelas restantes amostras de 
0,9 ng/g. 
Não foi notória qualquer relação entre a concentração do analito e o sexo do salmão, mas pelo 
contrário as concentrações dos analitos tendem a diminuir com o avanço dos anos. 
É de destacar o músculo do salmão com a identificação: 05/11/2007 – 62,5 cm – m que 
apresenta um valor extremamente superior de galaxolide (4,7 ng/g) comparando com as 
restantes amostras. 
Os valores para as amostras de Bidassoa, variando de 0,5 a 2,6 ng/g, não são os esperados, 
uma vez que, apesar de se tratar de uma zona considerada menos poluída, apresenta valores 
superiores à maioria das restantes amostras.  
 
2.3.2.2.2 Gónadas de Salmão 
As amostras foram analisadas, no mesmo dia da preparação, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS. 
A denominação das amostras adoptada foi a mesma já descrita para o caso do músculo com a 
diferença de quando necessário e devido à grande quantidade de gónadas se acrescentou a 
designação G1 e G2 antes da indicação do género (f – feminino; m – masculino).  

















Tabela 2. 13: Resultados da quantificação dos musks, nas amostras de gónadas de salmão. 
 Analito (ng/g ± desvio padrão) 
Data - Comprimento ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX 
Zona de Nivelle, França        
29/10/1997 – 61,5 cm - G1 - f 0,1±0,0 0,3±0,0 1,0±0,0 10,0±0,3 9,7±0,3 0,0±0,0 0,9±0,1 
29/10/1997 – 61,5 cm - G2 - f 0,1±0,0 0,3±0,0 1,0±0,0 10,0±0,3 9,5±0,1 0,4±0,1 1,2±0,4 
06/11/2002 – 66 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,8±0,0 10,5±0,2 3,4±0,0 0,2±0,0 1,8±0,4 
04/04/2004 – 59 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 3,0±0,4 1,1±0,0 0,0±0,0 0,6±0,2 
06/12/2006 – 74 cm - G1 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,5±0,0 13,4±0,6 4,6±0,2 0,2±0,0 2,4±0,5 
06/12/2006 – 74 cm - G2 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,4±0,0 11,4±0,1 3,9±0,1 0,2±0,0 2,1±0,3 
07/12/2006 – 58 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 4,7±0,2 1,0±0,1 0,0±0,0 0,4±0,1 
07/12/2006 – 60 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 3,5±0,0 1,4±0,0 0,0±0,0 0,3±0,1 
10/12/2006 – 63 cm – G1 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 6,8±0,3 1,8±0,0 0,1±0,0 1,2±0,2 
10/12/2006 – 63 cm – G2 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 8,5±0,1 2,2±0,0 0,1±0,0 1,6±0,3 
13/12/2006 – 61 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 2,1±0,1 0,6±0,0 0,0±0,0 0,3±0,1 
05/11/2007 – 62,5 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 5,7±0,1 1,2±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 
23/11/2007 – 55,5 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 9,8±0,1 2,7±0,0 0,0±0,0 1,4±0,2 
13/12/2007 – 73 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,8±0,0 0,0±0,0 0,6±0,1 
14/12/2007 – 69 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 2,5±0,0 0,8±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 
30/12/2009 – 60,5 cm – G1 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,4±0,0 22,3±0,0 2,9±0,0 0,0±0,0 0,7±0,1 
30/12/2009 – 60,5 cm – G2 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,5±0,0 25,8±0,8 3,5±0,0 0,1±0,0 0,7±0,1 
01/02/2011 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,8±0,1 1,4±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 
02/02/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,6±0,0 0,9±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 
29/10/2011 – 67 cm – G1 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 5,2±0,1 1,9±0,0 0,1±0,0 0,5±0,1 
29/10/2011 – 67 cm – G2 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 6,0±0,1 2,4 ±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 
29/10/2011 – 61,5 cm  - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,3±0,0 0,6±0,0 0,0±0,0 0,8±0,2 
31/10/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,2±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
05/03/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,3±0,0 0,5±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
Zona de Bidassoa, França        
02/01/2005 – 68cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,1±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
02/01/2005 – 63 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,6±0,0 1,0±0,0 0,0±0,0 0,4±0,1 
02/01/2005 – 59 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,5±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 
24/12/2008 – 62 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 1,3±0,0 0,7±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
 
Tal como verificado com as ostras e mexilhões e músculo de salmão, também no caso das 
gónadas de salmão os compostos maioritários foram o galaxolide e o tonalide. Nestas 
amostras, o galaxolide apresentou sempre valores superiores ao tonalide. É relevante dar 
destaque às gónadas do peixe pescado a 30/12/2009 – 60,5 cm-f, uma vez que apresentam 
uma concentração de galaxolide muito superior (22,3 e 25,8 ng/g) à das restantes amostras 
analisadas. Esta diferença não se manteve nos restantes musks sintéticos que apresentaram 
valores semelhantes aos verificados nos outros peixes.  
No ano de 1997 há uma proximidade maior entre a concentração de galaxolide e de tonalide e 
essas são relativamente altas. 
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Foi apenas neste ano que foram detectadas concentrações de celestolide e phantolide.  
Em 14 anos, houve uma variação na concentração de galaxolide de 2,2 a 25,8 ng/g, na 
concentração de tonalide de 0,4 a 9,7 ng/g, na concentração de musk ketone de 0,0 a 0,4 ng/g 
e na concentração de musk xylene de 0,0 a 2,4 ng/g. Desta forma pode concluir-se que ao 
longo dos anos em análise (1997 a 2011), o composto com maiores variações foi o galaxolide, 
seguindo-se o tonalide. Esta tendência mantém-se, embora de modo menos acentuado, se se 
excluir o peixe pescado a 30/12/2009 – 60,5 cm, que conforme anteriormente referido, se 
destaca por apresentar uma concentração de galaxolide muito superior à dos restantes peixes 
analisados. 
Apesar da informação do comprimento do peixe, não foi possível estabelecer uma relação 
entre o comprimento e a concentração de musks sintéticos nas gónadas. Pelo contrário, e sem 
nenhum suporte de artigos científicos, foi notório que os peixes do sexo feminino apresentaram 
uma maior concentração de galaxolide e de tonalide que os do sexo masculino. Assim, a 
concentração de galaxolide, tendo em conta só as fêmeas, variou de 2,8 a 25,8ng/g e a 
concentração de tonalide de 1,4 a 9,7 ng/g. Já considerando apenas os machos, a 
concentração de galaxolide variou de 2,1 a 5,7 ng/g e a de tonalide de 0,4 a 1,4 ng/g. Tendo 
em conta apenas o valor mínimo e máximo do galaxolide e tonalide nas fêmeas e nos machos 
é extremamente notória a diferença na acumulação dos compostos dependendo do género do 
peixe. 
Comparando os resultados entre as duas zonas de pesca, Nivelle e Bidassoa, é possível 
concluir que a zona menos poluída por musks sintéticos é a Bidassoa, uma vez que as 
concentrações dos analitos, em especial o galaxolide são menores. Uma vez que os peixes 
pescados em Bidassoa eram todos machos, e como se verificou uma diferença entre géneros, 
as fêmeas pescadas em Nivelle foram excluídas desta comparação. 
 
2.3.2.2.3. Fígado de Salmão 
O fígado apresenta variadas funções importante no organismo, desempenhando uma função 
preponderante na purificação e destoxificação de compostos estranhos ao organismo. Desta 
forma, a análise do fígado reveste-se da maior importância, As amostras foram analisadas, no 
mesmo dia da preparação, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS, apresentando-se os resultados na 









Tabela 2. 14: Resultados da quantificação dos musks, nas amostras de fígado de salmão. 
 Analito (ng/g ± desvio padrão) 
Data - Comprimento ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX 
Zona de Nivelle, França        
29/10/1997 – 61,5 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,5±0,0 2,4±0,0 3,8±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 
06/11/2002 – 66 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,8±0,0 4,9±0,2 3,4±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
04/04/2004 – 59 cm - m 0,1±0,0 0,0±0,0 1,3±0,1 41,2±1,8 8,5±0,3 0,0±0,0 1,3±0,2 
06/12/2006 – 74 cm  - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,4±0,1 0,5±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
16/12/2006 – 58 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 0,8±0,0 0,8±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
07/12/2006 – 60 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,4±0,1 0,6±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
10/12/2006 – 63 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 0,6±0,1 0,4±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
13/12/2006 – 61 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 12,6±3,2 2,1±0,0 0,0±0,0 0,5±0,0 
05/11/2007 – 62,5 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 0,7±0,5 0,9±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
23/11/2007 – 55,5 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,1 0,5±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
13/12/2007 – 73 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,1 0,5±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
14/12/2007 – 69 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,1 0,8±0,1 0,9±0,0 0,0±0,0 0,1±0,1 
17/12/2008 – 64 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
30/12/2009 – 60,5 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,3±0,1 0,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
01/02/2011  - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,2±0,0 0,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
02/02/2011 – 49014 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 2,4±1,0 0,3±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
02/02/2011 – 49631 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,1 0,8±0,1 0,6±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 
29/10/2011 – 67 cm - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,3±0,1 0,3±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
29/10/2011 – 61,5 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,1 0,3±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
31/10/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 5,6±2,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
05/12/2011 - f 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
06/12/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
07/12/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,1 0,3±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
05/03/2011 - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
Zona de Bidassoa, França        
02/01/2005 – 68cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,3±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
02/01/2005 – 63 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 0,0±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
02/01/2005 – 59 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
24/12/2008 – 62 cm - m 0,0±0,0 0,0±0,0 0,4±0,2 3,4±1,8 0,9±0,0 0,0±0,0 0,1±0,0 
 
Os resultados demonstram uma ausência de celestolide, phantolide e musk ketone nos fígados 
dos peixes analisados. Para o traseolide e para o musk xylene as concentrações foram mais 
elevadas entre 1997 e 2004, variando de 0,5 a 1,3ng/g e de 0,1 a 1,3ng/g, respectivamente. O 
galaxolide e o tonalide nestas amostras também foram os compostos maioritários, variando as 
suas concentrações de 0,0 a 41,2 ng/g e 0,1 a 8,5 ng/g, respectivamente. Também para estes 
dois compostos se verifica uma tendência para a diminuição da concentração a partir de 2004.  
Os peixes com a identificação: 13/12/2006 – 61 cm – m e 31/10/2011 – m, são excepção a esta 
tendência apresentando concentrações em galaxolide bastante superiores (de 12,6 e 5,6 ng/g, 
respectivamente) às encontradas nos restante peixes pescados a partir de 2004.  
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É de salientar nos resultados anteriormente apresentados para as ostras e mexilhões e para as 
gónadas de salmão a concentração de galaxolide foi sempre superior à concentração de 
tonalide, contudo, no caso das amostras de músculo e fígado de salmão, nem sempre isso se 
verificou, como exemplo: No músculo de salmão, o peixe com a designação 06/11/2002 – 66 cm 
– f, apresenta uma concentração de 2,4 ng/g de galaxolide e de 4,4 ng/g de tonalide; No fígado de 
salmão, o peixe com a designação 29/10/1997 – 61,5 cm – f, apresenta uma concentração de 2,4 
ng/g de galaxolide e de 3,8 ng/g.de tonalide. 
Os resultados mostram ainda uma ausência de relação ente o grau de contaminação no 
músculo, fígado e nas gónadas dos vários peixes. Por exemplo, o peixe pescado a 30/12/2009 
– 60,5 cm - f, apresenta nas gónadas uma concentração de galaxolide muito superior à dos 
restantes peixes analisados e apresenta no músculo e no fígado uma das mais baixas 
concentrações encontradas.  
Pelo contrário, o peixe com a codificação 04/04/2004 – 59 cm - m, apresentou uma das 
concentração mais elevada de galaxolide detectada nas amostras de fígado (41,2 ng/g) e  
também uma das concentrações mais elevadas no músculo (4,1 ng/g), apresentando nas 
gónadas uma das concentrações mais baixas deste composto.  
Em relação ao comprimento e ao género dos peixes, os resultados mostraram a ausência de 
relação entre estes factores e a concentração em musks sintéticos no fígado. Quanto às zonas 
de pesca, à semelhança do que se verificou com as análises às gónadas, a zona de Nivelle 
voltou a indicar uma contaminação com galaxolide maior do que a zona de Bidassoa, com a 
excepção do peixe com a identificação: 24/12/2008 – 62 cm – m, que foi o único dos peixes 
pescados nesta zona, que apresentou contaminação com este composto, com uma 
concentração relativamente elevada (3,4 ng/g). 
Comparando as concentrações encontradas para os compostos maioritários nas várias 
amostras de salmão (músculo, fígado e gónadas), de uma forma geral o músculo foi o que 
apresentou menor contaminação com um intervalo de galaxolide de 0,2 a 4,7 ng/g e de tonalide 
0,0 a 4,4 ng/g , seguindo-se  as amostras das gónadas de salmão, variando a concentração de 
galaxolide 0,0 a 25,8 ng/g e de tonalide 0,4 a 9,7 ng/g. As amostras de fígado de salmão foram 
as que apresentaram maior contaminação como era o esperado, devido à sua função de 
desintoxicar o organismo e também devido à presença de elevadas percentagens de gordura 
que facilita a acumulação destes composto, com uma variação de galaxolide de 0,0 a 41,2 ng/g 










2.3.2.3 Ensaio com as Enguia de vidro 
 
2.3.2.3.1 Enguias de Vidro 
A importância do estudo da enguia de vidro advém dos seus hábitos alimentares e da mudança 
de habitats que realiza durante a sua vida. Assim, a etapa de desova é feita no oceano 
Atlântico deslocando-se posteriormente os organismos para os rios. Durante esse período, a 
alimentação é feita pelas reservas que foram acumulando. 
Neste trabalho as enguias de vidro foram utilizadas num ensaio de dopagem que permitiu, por 
um lado, traçar a cinética de acumulação de galaxolide e tonalide por parte do organismo e, por 
outro lado, identificar o metabolito resultante do galaxolide (HHCB) o galaxolidone (HHCB- 
lactona). 
No ensaio de dopagem a água dos aquários foi contaminada com 1000ng de galaxolide e 
100ng de tonalide por litro de água e as enguias foram retiradas em diferentes períodos de 
tempo: T0 (retiradas após a contaminação), T1 (retiradas 1 dia depois da contaminação), T7 
(retiradas 7 dias depois da contaminação) e T14 (retiradas após 14 dias de contaminação). A 
análise foi realizada no mesmo dia da preparação, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS, 
apresentando-se os resultados, na tabela 2.15. Para cada tempo retiraram-se vários 
organismos que foram analisados em dois grupos (amostras 1 e 2 para cada um dos tempos). 
 
Tabela 2. 15: Resultados da quantificação dos musks, nas amostras de enguia de vidro 
 Analito (ng/g ± desvio padrão) 
Amostras ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX 
HHCB- 
lactona 
T0 - 1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,6±0,0 0,4±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,6±0,5 
T0 – 2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 2,4±0,1 0,5±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,4±0,3 
T 1 - 1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 88,9 ±0,2 11,7±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 2,2±0,3 
T1 - 2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 97,5±1,6 10,4±0,2 0,0±0,0 0,0±0,0 1,6±0,1 
T 7 -1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 15,6±0,4 7,2±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 3,9±0,1 
T7 - 2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 9,8±0,2 4,6±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 3,2±0,1 
T 14 - 1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 3,8±0,0 1,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 4,1±0,2 
T14 - 2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 4,6±0,0 1,1±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,7±0,0 
 
Para estes organismos apenas foram detectadas concentrações de galaxolide, tonalide e 
galaxolidone. 
No tempo zero (T0), momento em que se retiram as enguias imediatamente após a 
contaminação dos aquários, as concentrações de galaxolide, variaram de 1,6 a 2,4 ng/g.  
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No tempo um (T1), um dia após a contaminação, essa concentração já variou de 88,9 a 97,5 
ng/g, valores muito superiores ao T0. Passados 7 dias (T7) foram retiradas mais enguias e a 
análise mostrou uma diminuição da concentração de galaxolide, com os valores a variar de 9,8 
a 15,6 ng/g. No final do ensaio, passados 14 dias (T14), os valores variaram de 3,8 a 4,6, o que 
indica uma continuação da redução da concentração de galaxolide nos organismos. A figura 




Figura 2. 10: Cinética de acumulação/remoção do galaxolide nas enguias de vidro. HHCB1 e HHCB2   
representam os dois conjuntos em que se dividiram os organismos analisados. 
 
A análise da concentração de galaxolidone revela um perfil diferente. Assim, a concentração 
deste composto tem um aumento muito acentuado entre os tempos T1 e T7, ou seja no 
intervalo de tempo em que o galaxolide apresenta um decréscimo acentuado, a concentração 
do seu metabolito aumenta (figura 2.11). Contudo, a concentração do metabolito nunca atinge 
níveis que se aproximem dos atingidos pelo composto original. Esta diferença pode indicar uma 
maior velocidade de excreção do metabolito, uma pequena taxa de biotransformação ou que o 








Figura 2. 11: Cinética de acumulação/remoção do galaxolidone nas enguias de vidro. 
HHCB-lactona1 e HHCB-lactona 2 representam os dois conjuntos em que se 
dividiram os organismos analisados. 
 




Para o tonalide, verificou-se que no tempo zero (T0) a concentração variou de 0,4 a 0,5 ng/g. 
No tempo um (T1), a concentração deste composto variou de 10,4 a 11,7 ng/g, valores muito 
superiores ao T0. Passados 7 dias (T7) a análise mostrou uma variação de 4,6 a 7,2 ng/g. No 
final do ensaio (T14), os valores de concentração de tonalide variaram de 1,0 a 1,1. Deste 
modo, tal como verificado para o galaxolide, também com o tonalide se verificou um aumento 









Figura 2. 12: Cinética de acumulação/remoção do tonalide nas enguias de vidro. AHTN1 e AHTN2       
representam os dois conjuntos em que se dividiram os organismos analisados. 
 
2.3.2.3.2. Água do Aquário 
Para analisar a distribuição dos compostos em estudo entre a água e a enguia de vidro, os 
compostos galaxolide e tonalide foram doseados na água do aquário nos mesmos tempos em 
que se efectuou a análise das enguias, ou seja nos tempos 0, 1, 7 e 14. Os resultados das 
análises à água do aquário encontram-se na tabela 2.16. Estes dados foram gentilmente 
cedidos pela Doutora Joana Cavalheiro (Cavalheiro, J., 2014). 
 
Tabela 2. 16: Resultados das análises à água do aquário (ppb) para os tempos 0, 1, 7 e 14. 
Analito T0 T1 T7 T14 
HHCB 1,078 0,754 0,062 0,019 
AHTN 0,100 0,056 0,008 0,003 
 
Os resultados mostram que a concentração de ambos os compostos foi diminuindo ao longo do 
tempo. Esta observação pode resultar não só da absorção destes compostos por parte das 
enguias de vidro, que ficou demonstrada no ponto anterior, mas também destes dois 
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compostos se poderem ir degradando na água originando diferentes metabolitos. 
A comparação das concentrações de ambos os compostos na água e nos organismos mostra 
uma grande diferença de valores. Assim, as concentrações de HHCB e de AHTN na água 
foram sempre bastante inferiores às suas concentrações nas enguias de vidro (figura 2.13). 
Não é claro que a concentração na água diminua com o aumento da concentração na enguia 
de vidro.  
A concentração de ambos os compostos na água sofreu um decréscimo acentuado entre os 
tempos T0 e T7, período em que nas enguias se verificou um aumento muito grande da 
concentração de ambos os compostos (entre T0 e T1) e o início da sua diminuição (de T1 a 
T7). A partir do tempo T7 a concentração de ambos os compostos, tanto nas enguias como na 
água foi diminuindo até ao décimo quarto dia (final do ensaio). 
 







            (B) 










Figura 2. 13: Concentração de (A) galaxolide e (B) tonalide nas enguias de vidro e água do aquário ao longo 
do tempo de ensaio e um zoom das mesmas concentrações na água do aquário. 
 





2.3.2.3.3. Factor de Bioconcentração (FBC) 
O factor de bioconcentração caracteriza-se pela relação entre a concentração de uma dada 
substância nos tecidos dos organismos e a concentração dessa mesma substância no meio em 
que estão inseridos.  
Foi calculado o factor de bioconcentração, com a concentração do analito encontrado na 
enguia de vidro e a mesma concentração encontrada na água do aquário, os resultados 
encontram-se na tabela 2.17. 
 
Tabela 2. 17: Factor de bioconcentração do galaxolide e tonalide nas enguias de vidro. 
Analito T0 T1 T7 T14 
HHCB 2 124 205 220 
AHTN 4 197 737 351 
 
Um composto é considerado potencialmente bioacumulável se o respectivo factor de 
bioconcentração (FBC) for superior a 100 (Lextec, 2014). Os resultados vêm comprovar que os 
compostos analisados são bioacumuláveis, uma vez que se obtiveram valores entre 124 e 737, 
com a excepção do T0, período em que se adicionou a concentração conhecida, este valor 
pode justificar-se pela falta de tempo que o composto teve em passar da água para o 
organismo. 
 
2.3.2.4. Efeito de Matriz  
O efeito de matriz (ME%) é um parâmetro que permite o estudo de selectividade que objectiva 
avaliar possíveis interferências causadas pela matriz, que podem levar a fenómenos de 
diminuição ou aumento do sinal (Kwon et al., 2012). 




Sm – representa o declive da recta de calibração com a adição do padrão 
SMQ – representa o declive da recta de calibração procedural. 




Não se observa efeito de matriz quando Sm e SMQ são semelhantes e por isso o ME (%) é 
próximo de zero. Se se verificar uma supressão de sinais intensa, devido à presença da matriz, 
o valor de Sm é baixo e o ME (%) é próximo de 100%. No caso do aumento do sinal, Sm é 
elevado comparando com o SMQ e portanto o ME (%) é negativo (Cavalheiro, 2014) 
Na tabela 2.18 encontram-se os resultados do cálculo do efeito de matriz em percentagem para 
as várias amostras analisadas. 
 
Tabela 2. 18: Cálculo do efeito de matriz (%) para as diferentes amostras analisadas. 










Enguia de Vidro 
ADBI 53 64 74 57 97 
AHMI 38 2 47 52 56 
ATII 15 7 44 19 73 
HHCB 31 34 63 46 37 
AHTN 33 24 58 40 28 
MK -34 -43 13 -17 -19 
MX 10 -2 33 18 11 
 
Os valores calculados para o ADBI são semelhantes para todas as matrizes, excepto para as 
enguias de vidro, com uma percentagem próxima de 100. O mesmo é visto para o composto 
ATII. O AHMI exibiu um efeito de matriz menor para o salmão músculo. O HHCB e AHTN 
parecem ter comportamento lipofílico semelhante, uma vez que apresentam maior efeito da 
matriz no salmão fígado, salmão gónadas e enguia de vidro. MK e MX mostram que o efeito de 
matriz é mais elevado nas amostras de salmão fígado, comprovando mais uma vez o carácter 
lipofílico dos musks, uma vez que entre as várias amostras, o fígado é a amostra com maior 
quantidade de gordura. 
 




Conclusão e Perspectivas Futuras  
Com a realização deste trabalho foi possível avaliar o grau de contaminação de diversos 
produtos alimentares com contaminantes inorgânicos (capítulo 1) e orgânicos (capítulo 2).  
No primeiro capítulo foi possível concluir que o teor em metais pesado dos produtos hortícolas 
nas duas populações em estudo foi de um modo geral baixo para colocar em risco a 
população. Contudo, os resultados da análise de risco efectuada têm de ser interpretados com 
prudência uma vez que os produtos hortícolas não são a única fonte de exposição aos metais 
pesados. Com efeito, alimentos como a carne, o peixe ou os cereais, assim como a água 
podem, igualmente, constituir importantes fontes de exposição alimentar a estes 
contaminantes. O estudo da contaminação de uma gama mais alargada de produtos 
alimentares seria então importante para se poder efectuar uma análise de risco mais robusta. 
De todos os metais estudados o único que apresentou situações de risco, apenas no pior dos 
cenários, foi o arsénio, sendo identificado o grupo das crianças como o principal grupo de risco. 
Também aqui os resultados podem ainda ser superiores se se considerarem todas as outras 
possíveis fontes alimentares de arsénio. Neste contexto, seria também muito relevante efectuar 
a especiação do arsénio encontrado nos vários alimentos, uma vez que isso não foi feito, e é 
importante porque este elemento pode encontrar-se em diferentes formas, que possuem graus 
de toxicidade muito distintos. 
Igualmente seria muito vantajoso alargar esta análise a outras zonas, quer urbanas quer rurais, 
em que muitas vezes o uso de pesticidas e de adubos pode ser efectuado de forma menos 
criteriosa podendo, assim, contribuir para o aumento da concentrações de metais pesados nos 
solos e nos produtos alimentares.  
No capítulo 2 foi possível verificar a existência de contaminação com musks sintéticos, 
especialmente com galaxolide e tonalide nas amostras alimentares analisadas. Contudo, a 
análise ao longo do tempo indicou uma tendência de melhoria desta situação. Dado o potencial 
de bioacumulação destes compostos e a sua toxicidade associada, especialmente os seus 
efeitos de desregulação endócrina, a sua monitorização em matrizes alimentares reveste-se da 
maior importância. Em trabalhos futuros seria importante alargar a amostragem a outras 
matrizes e a outros locais de forma a ter uma melhor perspectiva da situação presente. Seria, 
igualmente, importante continuar a investigar mais sobre os metabolitos que resultam destes 
compostos e o seu grau de toxicidade e ecotoxicidade. Isto porque da metabolização dos 
musks sintéticos podem resultar metabolitos mais tóxicos que os compostos originais. Seria 
também relevante, e uma vez que diariamente estamos sujeitos a estes compostos, realizar-se 
uma avaliação de risco da exposição a musks sintéticos no organismo humano. 
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Para se garantir uma qualidade das análises foi necessário a construção de uma calibração 
instrumental, com um R
2
 próximo de 1. A calibração instrumental usada está representada a 
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Para o cálculo da concentração real do composto nas amostras foi necessário usar o declive 
da calibração com adição de padrão. Os R
2



























Os limites de detecção do método (MDL) foram calculados recorrendo a réplicas de brancos 
procedimentais. Os resultados obtidos encontram-se na tabela abaixo: 
Analito Declive MDL (ng/g) 
ADBI 2,71 1,5 
AHMI 3,59 2,4 
ATII 1,65 2,3 
HHCB 4,52 3,9 
AHTN 4,16 4,1 
MM 3,28 1,3 
MK 3,60 1,8 
MX 1,43 2,6 
  
